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INHIBIDOR DE IRAK Y METODO DE PREPARACION PARA EL MISMO Y USO DEL MISMO

La presente solicitud reivindica la prioridad a la Solicitud de Patente China No. 201910906833.7
presentada ante la Administracién de Propiedad Intelectual Nacional de China el 24 de septiembre de
2019 vy titulada como "IRAK INHIBITOR AND PREPARATION METHOD THEREFOR AND USE

THEREOF", que se incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad.

Campo técnico de lainvencién

La presente invencion se refiere al campo de la quimica farmacéutica, particularmente a un
compuesto conveniente para el tratamiento del cancer y de las enfermedades inflamatorias relacionadas
con la cinasa asociada con el receptor de interleucina-1 (IRAK, por sus siglas en inglés), y mas

particularmente a un compuesto para regular una funcién de la IRAK-4.

Antecedentes de lainvencion

La familia de la cinasa asociada con el receptor de interleucina-1 (IRAK) son cinasas de proteinas
serina-treonina intracelulares, que incluyen: IRAK1, IRAK2, IRAK-M y IRAK4. Una caracteristica comun de
estos cuatro miembros es el dominio de muerte N-terminal tipico que media la interaccién entre el
adaptador de la familia MyD88 y el dominio de la cinasa central, en donde IRAK1 y IRAK4 tienen actividad.
La IRAK4 es un factor clave corriente abajo de la via de sefializacion inflamatoria mediada por el receptor
tipo Toll (TLR)/receptor interleucina-1 (IL-1R). Cuando el enlace del ligando a una molécula especifica del
patégeno (por ejemplo, lipopolisacarido, polipéptido y ADN viral) reconocida por la porcion extracelular de
la TLR, la porcién intracelular recluta la MyD88 y otros factores para formar complejos e iniciar la
autofosforilacion IRAK1, con lo que se activa de este modo la cinasa de serina-treonina TAK1 corriente
abajo, se promueven las vias de sefializacién NF-kB y MAPK, se producen las citocinas proinflamatorias,
las quimiocinas y las enzimas destructivas, y en ultima instancia se conduce a respuestas inflamatorias
que median la inmunidad innata. La IL-1R se involucra en la defensa del huésped y la hematopoyesis y
sirve como puente que conecta la inmunidad innata y la inmunidad adquirida. (Flannery, et. al, Biochem.
Pharmacol., 2010, 80 (12):1981-1991).

La artritis reumatoide (RA, por sus siglas en inglés) es una enfermedad autoinmune cronica,
inflamatoria y sistémica, caracterizada de manera prominente por inflamacion que no supura en las
articulaciones y los tejidos de las articulaciones. La RA se manifiesta principalmente por la sinovitis de las
articulaciones, que eventualmente causa dafio a varios tejidos (tales como cartilagos de las articulaciones,
ligamentos y tendones) y a multiples 6rganos. Los estudios han demostrado que una variedad de células
inmunes participa y median la inflamacion autoinmune en los pacientes con AR, que incluyen linfocitos T/B,
macrofagos, neutrdéfilos, y similares. Mientras tanto, un gran nimero de investigaciones han demostrado la
asociacion directa entre citoquinas y RA, tal como las interleucinas (IL-1/IL-6) y TNF-a.

Los estudios han demostrado que los inhibidores de IRAK4 pueden bloquear eficazmente la

produccion del factor de necrosis tumoral de citocinas proinflamatorias (TNF, por sus siglas en inglés) en
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leucocitos humanos inducidos por LPS o CPG; en ratones con artritis inducida por colageno, los
inhibidores de IRAK4 pueden inhibir significativamente la liberacién de TNF, de este modo se controla la
progresion de la enfermedad; en ratones con gota inflamatoria dependiente de MyD88, los inhibidores de
IRAK4 pueden bloquear la infiltracion de leucocitos de una forma dependiente de la dosis (Priscilla N, et.
al., J. Exp. Med., 2015, 13 (212):2189-2201).

Por lo tanto, se cree que la activacién excesiva de la via de sefializacién TLR/IL-1R dependiente
de IRAK4 se relaciona estrechamente con el desarrollo y la progresion de la artritis reumatoide. Se ha
confirmado en varios estudios que la activacion de IRAK4 se relaciona estrechamente con el inicio y la
progresién de las enfermedades tales como tumores, gota, lupus eritematoso sistémico, esclerosis
multiple, sindrome metabdlico, aterosclerosis, infarto de miocardio, sepsis, enfermedad inflamatoria
intestinal, asma, y alergia (Chaudhary D, et. al., J. Med. Chem. 2015, 58 (1):96-110).

Breve descripciéon de lainvencion

Con el fin de resolver los problemas en la técnica anterior, la presente invencion proporciona un
compuesto de la férmula | o un estereoisémero, un racemato, un tautbmero, un compuesto etiquetado

isotépicamente, un profarmaco o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

(@)
(RS)m |
O~ HN (R1)n
=
R,-W N
Férmula |

en donde,

el anillo A es un heteroarilo de 5 a 14 miembros o heterociclilo de 5 a 12 que contienen por lo
menos uno de N;

R1, R2 y Rsse seleccionan cada uno independientemente a partir de hidrégeno, halégeno, CN, OH
y los siguientes grupos opcionalmente sustituidos por uno, dos o mas R: hidrocarbilo alifatico (de C1 a C12)
hidrocarbilo alifatico (de C: a Ci2) que opcionalmente comprende uno, dos o mas heteroatomos,
cicloalquilo de Cz a Ci2, heterociclilo de 3 a 12 miembros, y arilo de Ce a C20 0 heteroarilo de 5 a 14
miembros, y -NRaRb;

W se selecciona a partir de O, S, NH y es un solo enlace;

Ra Y Rp se seleccionan independientemente a partir de H e hidrocarbilo alifatico (de C1 a C12);

cada R se selecciona independientemente a partir de halégeno, CN, OH, SH, NRaRy y los
siguientes grupos se sustituyen opcionalmente por uno, dos o mas R’: hidrocarbilo alifatico (de C1 a C12),
hidrocarbilo alifatico (de Ci1 a Ci2) que opcionalmente comprende uno, dos o mas heteroatomos,
cicloalquilo de Cs a Ci2, heterociclilo de 3 a 12 miembros, y arilo de Cs a C2 0 heteroarilo de 5 a 14

miembros;
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cada R’ se selecciona independientemente a partir de halégeno, CN, OH, SH y NRaRs; y

n se selecciona a partir de 1, 2 y 3; y m se selecciona a partirde 1, 2, 3, 4,5y 6.

De acuerdo con una modalidad de la presente invencién, el "hidrocarbilo alifatico (de C1 a C12) que
opcionalmente comprende uno, dos 0 mas heteroatomos" se puede seleccionar a partir de (de C1 a C12)
hidrocarbiloxilo alifatico, hidrocarbiltio alifdtico (de Ci1 a Ci2) , hidrocarbiloxilo alifatico (de Ci1 a Ce)
hidrocarbilo alifatico (de C1 a Ce), hidrocarbiltio alifatico (de C1 a Ce) hidrocarbilo alifatico de (de C1 a Cs),
N-hidrocarbilamino alifatico (de Ci a Cs) hidrocarbilo alifatico (de Ci a Ce), y N,N-di-hidrocarbilamino
alifatico (de C1 a Cs) hidrocarbilo alifatico (de C1a Ce);

el "heteroarilo de 5 a 14 miembros o heterociclilo de 5 a 12 miembros que contiene por lo menos
un N" se refiere a que el heteroarilo o heterociclilo contiene por lo menos un atomo de nitrégeno, y ademas
puede contener otro uno o mas heterodtomos seleccionados a partir de N, O y S, por ejemplo,
seleccionados a partir de piridina, pirrol, piperidina y tetrahidropirrol;

el hidrocarbilo alifatico (de C: a Ci2) se puede seleccionar a partir de alquilo (de Ci1 a Cu2),
alquenilo (de Cz a C12) y alquinilo (de C2 a C12), y preferentemente, el hidrocarbilo alifatico (de C1 a C12) se
puede seleccionar a partir de alquilo (de Ci1 a Cs), alquenilo (de Cz a Cs) y alquinilo (de Cz a Ce);

el halégeno se selecciona a partirde F, CL, Bre |l; y

el “cicloalquilo de Cz a C12” se puede seleccionar a partir de ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y
ciclohexilo.

De acuerdo con una modalidad de la presente invencion,

los R1, R2 y Rs se pueden seleccionar independientemente a partir de los siguientes grupos,
opcionalmente sustituidos por uno, dos o0 mas R: metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo,
ter-butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, n-hexilo, etenilo, 1-propenilo, 2-propenilo, 1l-metiletenilo,
1-butenilo, 1-etiletenilo, 1-metil-2-propenilo, 2-butenilo, 3-butenilo, 2-metil-1-propenilo, 2-metil-2-propenilo,
1-pentenilo, 1-hexenilo, etinilo, 1-propinilo, 2-propinilo, 1-butinilo, 1-metil-2-propinilo, 3-butinilo, 1-pentinilo,
1-hexinilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, metoxilo, etoxilo, propoxilo, butoxilo, pentiloxilo,
metoximetilo, etoxilmetilo, propoximetilo, metoxietilo, etoxiletilo, propoxietilo, metoxipropilo, etoxilpropilo,
propoxipropilo,  N-metilaminometilo, N-metilaminoetilo, N-etilaminoetilo, = N,N-dimetilaminometilo,
N,N-dimetilaminoetilo, N,N-dietilaminoetilo, amino, N,N-dimetilamino, N,N-dietilamino, tetrahidropirrolilo,

piperidinilo, piridilo, pirazinilo, pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo, isoxazolilo,

§ OH

CN §{><gz §<>_<OH

Ot HOR - pmon 778 3CF A T

E OH
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el § indica el sitio de conexion del grupo.

De acuerdo con una modalidad de la presente invencion, en el compuesto de la férmula | o el
estereoisémero, el racemato, el tautdbmero, el compuesto etiquetado isotopicamente, el profarmaco o la sal

farmacéuticamente aceptable del mismo, el compuesto de la férmula | se puede seleccionar a partir de las

estructuras siguientes de la férmula la, formula Ib, férmula Ic, férmula Id y formula le:

(~) 5
(@) Z+ @]
(Ra); (Ra)y7 "N

| m-
O~ HN O~ HN (R)n
-
j,N_R»] \«
R2_W N Rz_W N
formula la férmula Ib
[ h
+ 0] |
< O
Rs ('.“)_HN ) B N
// 1)n O~ HN
N _ N-R
R,-W N R,-W N
formula Ic formula Id
| X
+.- O
Ry™ N Y
O~ HN
—
— /N_R»]
R,-W N
féormula le

en la formula la, formula Ib, formula Ic, formula Id y formula le, R1, R2, Rs, m, n y W son como se
definen en la férmula I.

De acuerdo con una modalidad de la presente invencion, en el compuesto de la formula | o el
estereoisémero, el racemato, el tautbmero, el compuesto etiquetado isotépicamente, el profarmaco o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, el compuesto de la formula | se puede seleccionar a partir de las

estructuras siguientes:
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La presente invencién proporciona un método de preparacién para el compuesto de la férmula |

(o)

(que incluye las formulas la a le) o el estereocisémero, el racemato, el tautémero, el compuesto etiquetado
isotépicamente, el profarmaco o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, pero el método de
preparacion no se limita al método descrito adelante.

En algunas modalidades, el método de preparacion puede comprender:

(Rs)m/’l\iCOOH

HoN N M-2 N \
N O HN — 0"
N _— N HN
, _ N-Rq
Ry-W N Ry-W N
M-1 Férmula |

M-3 — -

(A1) la reaccion de M-1 y M-2 para dar M-3, en donde la reaccion se puede llevar a cabo en
presencia de EDCI.HCl y piridina; y

(a2) la reaccion de M-3 y RxL1, en donde Rx se selecciona a partir de R1 y un grupo de R1 que tiene

)

hidroxilo con el hidroxilo sustituido con ; cuando Rx es un grupo de R1 que tiene hidroxilo con el

)

hidroxilo sustituido con , la reaccion requiere que se lleve a cabo en la presencia de un acido y
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un agente reductor o dar la férmula I, en donde el acido puede ser HCI, y el reductor puede ser borohidruro
de sodio;

R1, R2, R3, m y W en los pasos anteriores son como se definen en la férmula I, el L1 es un grupo de
salida y se puede seleccionar a partir de halégeno y -OTs.

En algunas modalidades, el método de preparacion puede comprender:

(Rg)m/’l\iCOOH

O_ @
HoN
oaN N R N ’ = M2 (Ro N0
N . — N-Rq - N-Ry o
” N Rpy-W N > HN

Ry-W N

Férmulal
(b1) la reaccién de N-1 y RxL1, en donde Rx se selecciona a partir de R1 y un grupo de Ri1 que tiene

)

hidroxilo con el hidroxilo sustituido con ; cuando Rx es un grupo de R1 que tiene hidroxilo con el

O
=8

un reductor para dar N-2, en donde el acido puede ser HCI, y el reductor puede ser borohidruro de sodio;

hidroxilo sustituido con , la reaccion requiere que se lleve a cabo en la presencia de un acido y

(b2) la reduccion del N-2 obtenido en el paso anterior para dar N-3, en donde un reductor puede
ser Pd/C; y

(b3) la reaccion de N-3 y el M-2 para dar la férmula 1.

R1, Rz, Rs, m y W en los pasos anteriores son como se definen en la férmula |, el L1 es un grupo de
salida y se puede seleccionar a partir de halégeno y -OTs.

La presente invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto de la formula | o el esterecisémero, el racemato, el tautbmero, el compuesto etiquetado
isotépicamente, el profarmaco o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo divulgado en el presente
documento.

En algunas modalidades, la composicion farmacéutica divulgada en el presente documento
comprende ademas una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto de la férmula | o del
estereoisémero, del racemato, del tautbmero, del compuesto isotépicamente etiquetado, del profarmaco o
de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo divulgada en el presente documento, y de un portador
farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona ademdas el uso del compuesto de la férmula | o el
estereoisémero, el racemato, el tautdbmero, el compuesto etiquetado isotopicamente, el profarmaco o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en preparar el inhibidor de IRAK.

La presente invencion proporciona ademas el uso del compuesto de la formula | o el

estereoisémero, el racemato, el tautdmero, el compuesto etiquetado isotépicamente, el profarmaco o la sal
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farmacéuticamente aceptable del mismo en la preparacion de un medicamento para prevenir y/o tratar
enfermedades o desdrdenes mediados con IRAK.

De acuerdo con una modalidad de la presente invencién, las enfermedades o trastornos mediados
con IRAK se seleccionan a partir de tumores, gota, lupus eritematoso sistémico, esclerosis mdltiple,
sindrome metabdlico, aterosclerosis, infarto de miocardio, sepsis, enfermedad inflamatoria intestinal,
asma, alergia, y similares.

La presente invencion proporciona ademas el uso del compuesto de la férmula | o el
estereoisémero, el racemato, el tautdbmero, el compuesto etiquetado isotopicamente, el profarmaco o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en la preparacién de un medicamento para prevenir y/o tratar
enfermedades o desérdenes mediados asociados con la cinasa asociada con el receptor de interleucina-1.

La presente invencién proporciona ademas un método para prevenir y/o tratar enfermedades o
desérdenes mediados con IRAK, que comprende administrar a un individuo que necesite del mismo una
cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto de féormula | o el esterecisémero, el racemato, el
tautomero, el compuesto etiquetado isotépicamente, el profarmaco o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, o la composicion farmaceéutica.

En algunas modalidades, la IRAK es cinasa asociada a IRAKA4.

La presente invencion proporciona ademas un método para prevenir y/o tratar enfermedades
asociadas con el receptor de interleucina-1, que comprende administrar a un individuo que necesite del
mismo una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto de férmula | o el estereoisomero, el
racemato, el tautobmero, el compuesto etiquetado isotopicamente, el profarmaco o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, o la composicién farmacéutica.

De acuerdo con una modalidad de la presente invencién, las enfermedades o desérdenes
asociados con la cinasa asociada con el receptor de interleucina-1 se seleccionan a partir de tumores,
gota, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, sindrome metabdlico, aterosclerosis, infarto de
miocardio, sepsis, enfermedad inflamatoria intestinal, asma, artritis reumatoide, septicemia, enfermedad
autoinmune, alergia, y similares.

El método de la presente invencién puede comprender la administracion de los compuestos
divulgados en el presente documento solos o0 en combinacibn con uno 0 mas otros agentes
quimioterapéuticos. Se pueden administrar varios fArmacos simultaneamente o sucesivamente.
Definiciones y abreviaturas de los términos

A menos que se indique de algun otro modo, las definiciones de grupos y términos descritos en la
memoria descriptiva y las reivindicaciones de la presente solicitud, incluidas las definiciones de los
mismos como ejemplos, definiciones de ejemplo, definiciones preferidas, definiciones documentadas en
tablas, definiciones de compuestos especificos en los ejemplos, y similares, se pueden combinar e
incorporar arbitrariamente unos con otros. Las definiciones de los grupos y las estructuras de los
compuestos en tales combinaciones e incorporaciones deben caer dentro del alcance de la presente
memoria descriptiva.

Cuando un rango numérico definido como "entero" se recite en la memoria descriptiva y las
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reivindicaciones de esta solicitud, se interpretara como recitar ambos extremos del rango y cada entero
dentro del rango. Por ejemplo, "un entero de 0 a 6" se interpretara para incluir cada entero de 0, 1, 2, 3, 4,
5y 6. El término "mas" se refiere a tres 0 mas.

El opcionalmente sustituido con un sustituyente descrito en el presente documento abarca tanto
sin sustituir como sustituido con uno o mas sustituyentes, por ejemplo, “opcionalmente sustituido con uno,
dos o0 mas R” significa que puede no estar sustituido (sin substituir) con un R o sustituido con uno, dos o
mas R.

El término "halégeno” se refiere a F, CL, Br e I. En otras palabras, F, CL, Br e | se pueden describir
como "halégenos” en la memoria descriptiva.

El término hidrocarbilo alifatico incluye los grupos hidrocarbilo saturados o no saturados, y los
grupos hidrocarbilo lineales o ramificados o ciclicos. El hidrocarbilo alifatico se puede seleccionar a partir
de alquilo, alquenilo, alquinilo, y similares, preferentemente tiene de 1 a 12 o de 1 a 10 atomos de carbono,
y mas preferentemente de 1 a 6 atomos de carbono, y especificamente puede incluir pero no se limita a
los siguientes grupos: metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, ter-butilo, n-pentilo, isopentilo,
neopentilo, n -hexilo, etenilo, 1-propenilo, 2-propenilo, 1-metiletenilo, 1-butenilo, 1-etiletenilo,
1-metil-2-propenilo, 2-butenilo, 3-butenilo, 2-metil-1-propenilo, 2-metil-2-propenilo, 1-pentenilo, 1-hexenilo,
etinilo, 1-propinilo, 2-propinilo, 1-butinilo, 1-metil-2-propinilo, 3-butinilo, 1-pentinilo, 1-hexinilo, ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo;

el hidrocarbilo alifatico puede opcionalmente comprender uno, dos 0 mas heteroatomos (que se
pueden interpretar como una insercién opcional de heteroatomos en cualquier enlace C-C y enlace C-H
del hidrocarbilo alifatico). Los heteroatomos adecuados seran evidentes para los expertos en la técnica e
incluyen, por ejemplo, azufre, nitrogeno, oxigeno, fosforo y silicona. El hidrocarbilo alifatico que
comprende heterodtomos se puede seleccionar a partir de los siguientes grupos: hidrocarbiloxilo alifatico
(de C1 a Ce), hidrocarbiltio alifatico (de C1 a Cs), hidrocarbiloxilo alifatico (de C1 a Cs) hidrocarbilo alifatico
(de C1 a Ce), hidrocarbiltio alifatico (de C1 a Cs) hidrocarbilo alifatico (de Ci1 a Cs), N-hidrocarbilamino
alifatico (de Ci a Cs) hidrocarbilo alifatico (de Ci a Cs), ¥ N,N-di-hidrocarbilamino alifatico (de Ci a Cs)
hidrocarbilamino alifatico (de Ci1 a Cs), por ejemplo, metoxilo, etoxilo, propoxilo, butoxilo, pentoxilo,
metoximetilo, etoximetilo, propoximetilo, metoxietilo, etoxietilo, propoxietilo, metoxipropilo, etoxipropilo,
propoxipropilo, N-metilaminometilo, N-metilaminoetilo, N-etilaminoetilo, N,N -dimetilaminometilo,
N,N-dimetilaminoetilo y N,N-dietilaminoetilo; las moléculas de “hidrocarbilo alifatico” contenidas en los
otros grupos se definen como se hace anteriormente.

El término “cicloalquilo de Cs a C12" se refiere a un anillo de hidrocarburo monociclico o biciclico
monovalente saturado o insaturado que tiene de 3 a 12 atomos de carbono y es preferentemente un

“cicloalquilo de Cs a Cio". El término "cicloalquilo de Cs a Cio" se refiere a un anillo de hidrocarburo
monociclico o biciclico monovalente saturado que tiene 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 atomos de carbono. El
cicloalquilo de Cz a Cio puede ser un hidrocarbilo monociclico tal como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo, ciclononilo o ciclodecilo, o puede ser un hidrocarbilo biciclico tal como

un anillo de decahidronaftaleno.
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El término "heterociclilo de 3 a 12 miembros" se refiere a un anillo monociclico o biciclico
monovalente saturado o insaturado que comprende de 1 a 5 heteroatomos independientemente
seleccionados a partir de N, O y S. Los grupos que comprenden heteroatomos no son aromaticos, y el
heterociclilo de 3 a 12 miembros preferentemente es un "heterociclilo de 3 a 10 miembros". El término
"heterociclilo de 3 a 10 miembros" se refiere a un anillo monociclico o biciclico monovalente saturado que
comprende 1 a 5, preferiblemente 1 a 3, heteroatomos seleccionados a partir de N, O y S. El heterociclilo
se puede conectar al resto de la molécula a través de cualquiera de los atomos de carbono o del atomo de
nitrogeno (si esta presente). En particular, el heterociclilo puede incluir, pero no se limita a: anillos de 4
miembros tales como azetidinilo oxatanilo; anillos de 5 miembros tales como tetrahidrofurilo,
tetrahidrotienilo, dioxolilo, pirrolidinilo, imidazolidinilo, pirazolidinilo o pirrolinilo; anillos de 6 miembros tales
como tetrahidropiranilo, piperidinilo, morfolinilo, ditianilo, tiomorfolinilo, piperazinilo o tritianilo; o anillos de
7 miembros tales como diazepanilo. Opcionalmente, el heterociclilo puede ser benzo-fusionado. El
heterociclilo puede ser biciclico, tal como pero no limitado a un anillo de 5,5 miembros, tal como un anillo
hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-ilo, o un anillo biciclico de 5,6 miembros, tal como un anillo
hexahidropirrolo[1,2-a]pirazin-2(1H)-ilo. El anillo que contiene los atomos de nitrégeno puede estar
parcialmente insaturado, es decir, puede comprender uno 0 mas enlaces dobles, tales como, pero no
limitado a, 2,5-dihidro-1H-pirrolilo, 4H-[1,3,4]tiadiazinilo, 4,5-dihidrooxazolilo o 4H-[1,4]tiazinilo, o se puede
fusionar con benzo, tal como, pero no limitado a dihidroisoquinolinilo. De acuerdo con la presente
invencion, el heterociclilo de 3 a 12 miembros ademas se puede seleccionar a partir de los grupos

siguientes:

_§.N/\:/\NH, -%-N@NH, -§-N@NH, -§-N@NH, -%-N@NH’
—§—<:/\NH, -é—@NH, -é—@NH, -i@NH , -EGNH.

El término "arilo de Cs a C20" se refiere preferentemente a un anillo de hidrocarburo monovalente
monociclico, biciclico o triciclico aromatico o parcialmente aromatico que contenga de 6 a 20 &tomos de
carbono, y preferentemente es "arilo de Ces a C14". El término "arilo de Cs a C14" se refiere preferentemente
a un anillo de hidrocarburo monociclico, biciclico o triciclico monovalente aromatico o parcialmente
aromatico que tiene 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 6 14 atomos de carbono ("arilo de Ces a C14"), en particular un
anillo que tiene 6 atomos de carbono (“arilo de Cs"), tal como el fenilo; o un bifenilo, un anillo que tiene 9
atomos de carbono ("arilo de Co") tal como el indanilo o el indenilo, un anillo que tiene 10 4tomos de
carbono ("arilo de Ci0") tal como el tetrahidronaftilo, dihidronaftilo o naftilo, un anillo que tiene 13 4tomos
de carbono ("arilo de C13") tal como el fluorenilo, o un anillo que tiene 14 &tomos de carbono (“arilo de Ci4")
tal como el antracenilo.

El término "heteroarilo de 5 a 14 miembros" se refiere a un anillo monociclico, biciclico o triciclico
monovalente aromatico que tiene 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 6 14 atomos de anillo, en particular 5, 6, 9 6

10 atomos de carbono, comprende de 1 a 5, preferentemente de 1 a 3 heteroatomos seleccionados
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independientemente de N, O y S, y pueden ser benzo-fucionados en cada caso. En particular, el
heteroarilo se selecciona a partir de tienilo, furilo, pirolilo, oxazolilo, tiazolilo, imidazolilo, pirazolilo,
isoxazolilo, isotiazolilo, oxadiazolilo, triazolilo, tiadiazolilo, tia-4H-pirazolilo y similares y los derivados de
benzo de los mismos, tales como benzofuranilo, benzotienilo, benzoxazolilo, benzoisoxazolilo,
benzimidazolilo, benzotriazolilo, indazolilo, indolilo, e isoindolilo; o piridinilo, piridazinilo, pirimidinilo,
pirazinilo, triazinilo y similares y derivados de benzo de los mismo, tales como quinolilo, quinazolinilo e
isoquinolilo; o azocinilo, indolizinilo, purinilo y similares y derivados de benzo de los mismos; o cinnolinilo,
ftalazinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, naftiridinilo, pteridinilo, carbazolilo, acridinilo, fenazinilo, fenotiazinilo,
fenoxazinilo, y similares.

A menos que se especifique de algin otro modo, el heterociclilo o el heteroarilo incluye todas las
formas isoméricas posibles de los mismos, por ejemplo, los isémeros posicionales de los mismos. En
consecuencia, para algunos ejemplos ilustrativos no limitantes, el piridinilo o piridinileno incluye
piridin-2-ilo, piridinileno-2-ilo, piridin-3-ilo, piridinileno-3-ilo, piridin-4-ilo, y piridinileno-4-ilo; tienilo o tienileno
incluye tien-2-ilo, tien-2-ileno, tien-3-il y tien-3-ileno.

El "heterociclilo de 3 a 12 miembros" y el "heteroarilo de 5 a 14 miembros" revelados en este
documento pueden comprender ademas heterociclilo de 5 a 12 miembros o heteroarilo de 5 a 14
miembros que contienen N, es decir, heterociclilo de 5 a 12 miembros o heteroarilo de 5 a 14 miembros,
de los grupos correspondientes definidos por el "heterociclilo de 3 a 12 miembros" y "heteroarilo de 5 a 14
miembros".

De acuerdo con la estructura, los compuestos divulgados en el presente documento pueden ser
quirales y por lo tanto pueden existir en varias formas enantioméricas. Por lo tanto, estos compuestos
pueden existir en forma racémica u Opticamente activa. Los compuestos divulgados en el presente
documento o los intermediarios de los mismos se pueden separar en enantiomeros por medio de métodos
quimicos o fisicos bien conocidos por aquellos capacitados en la técnica, o utilizados en esta forma para la
sintesis. En el caso de las aminas racémicas, los diastereocisomeros se preparan a partir de las mezclas
por medio de la reaccidon con agentes resolutivos opticamente activos. Los ejemplos de agentes de
resolucién adecuados son los acidos Opticamente tales activos como el acido R- o S-tartarico, &cido
diacetiltartarico, &cido dibenzoiltartérico, acido mandélico, acido malico, acido lactico, aminoéacidos
adecuados protegidos con N (por ejemplo, N-benzoilprolina o N-benzosulfonilprolina) o varios acidos
alcanforsulfénicos 6pticamente activos. La resolucion enantiomérica por medio de cromatografia se puede
llevar a cabo ventajosamente con la ayuda de agentes de resolucién 6pticamente activos, tales como
dinitrobenzoilfenilglicina, triacetato de celulosa u otros derivados de carbohidratos o polimeros de
metacrilato quiralmente derivados inmovilizados en gel de silice. Los eluyentes adecuados para este fin
son mezclas de solventes que contienen agua o alcohol, por ejemplo, hexano/isopropanol/acetonitrilo.

Una sal farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, las sales de adicion de acido de los
compuestos divulgados en el presente documento que tienen un atomo de nitrégeno en la cadena o anillo
con suficiente basicidad, por ejemplo, sales de adicion de &acido formadas con los siguientes acidos

inorgénicos: acido clorhidrico, &cido fluorhidrico, acido bromhidrico, &cido yodhidrico, acido sulfdrico,
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acido pirosulfurico, acido fosférico o acido nitrico; hidrosulfatos; o las sales de adicion de acido con los
siguientes &cidos organicos: acido férmico, acido acético, acido acetoacético, acido pirtvico, acido
trifluoroacético, acido propioénico, acido butirico, acido hexanoico, acido heptanoico, acido undecanoico,
acido laurico, acido benzoico, acido salicilico, acido 4-(2-hidroxibenzoil)benzoico, acido campérico, acido
cinamico, acido ciclopentanopropiénico, acido diglucénico, acido 3-hidroxi-2-naftoico, acido nicotinico,
acido pamoico, acido pectinico, acido peroxosulfirico, acido 3-fenilpropiénico, acido picrico, acido pivalico,
acido 2-hidroxietanosulfénico, &cido itaconico, acido sulfamico, acido trifluorometanosulfénico, &cido
dodecilsulfarico, acido etanosulfénico, éacido benzenosulfénico, &cido p-toluenosulfénico, acido
metanosulfonico, acido 2-naftalenosulfénico, acido naftalenodisulfénico, acido alcanforsulfénico, acido
citrico, 4cido tartarico, acido estearico, &cido lactico, acido oxalico, acido maldnico, acido succinico, acido
malico, acido adipico, acido alginico, acido maleico, acido fumarico, acido D-glucénico, acido mandélico,
acido ascoérbico, acido glucoheptoico, acido glicerofosférico, acido aspartico, acido sulfosalicilico, acido
hemisulfarico o &cido tiocianico.

Ademas, otra sal apropiada farmacéuticamente aceptable de los compuestos divulgados en el
presente documento que tienen suficiente acidez es una sal de metal alcalino (por ejemplo, sal de sodio o
sal de potasio), una sal de metal alcalinotérreo (por ejemplo, sal de calcio o sal de magnesio), una sal de
amonio, o una sal formada con una base orgénica que proporciona un cation fisiolégicamente aceptable,
por ejemplo, una sal formada con: un ion de sodio, un ion de potasio, N-metilglucamina, dimetilglucamina,
etilglucamina, lisina, diciclohexilamina, 1,6-hexanodiamina, etanolamina, glucosamina, meglumina,
sarcosina, serinol, trihidroximetilaminometano, aminopropanodiol, o0 1-amino-2,3,4-butanotriol. Como un
ejemplo, las sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales formadas por el grupo -COOH con lo
siguiente: un ion de sodio, un ion de potasio, un ion de calcio, un ion de magnesio, N-metilglucamina,
dimetilglucamina, etilglucamina, lisina, diciclohexilamina, 1,6-hexanodiamina, etanolamina, glucosamina,
meglumina, sarcosina, serinol, trisidroximetilaminometano, aminopropanodiol, 0 1-amino-2,3,4-butanotriol.

Ademas, los grupos basicos que contienen nitrdgeno pueden ser cuaternizados con los siguientes
agentes: haluros de alquilo mas bajos, tales como cloruros de metilo, etilo, propilo y butilo, bromuros y
yoduros; sulfatos de dialquilo, tales como sulfato de dimetilo, sulfato de dietilo, sulfato de dibutilo y sulfato
de dipentilo; haluros de cadena larga como cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y
estarilo; y haluros de aralquilo como bencilo y bromuros de fenetilo. Como un ejemplo, las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen clorhidrato, sulfato, nitrato, bisulfato, bromhidrato, acetato, oxalato,
citrato, mesilato, formato, meglumina, y similares.

Puesto que los compuestos divulgados en el presente documento pueden tener una pluralidad de
sitios de formacioén de sal, la sal farmacéuticamente aceptable incluye no sélo una sal formada en 1 sitio
de formacion de sal de los compuestos divulgados en el presente documento, sino también sales
formadas en 2, 3 o todos los sitios de formacion de sal de los mismos. Para este propésito, la relacion
molar del compuesto de la formula | para un ion radical (anién) de un acido o cation de una base requerida
para la formacion de la sal puede variar dentro de un amplio rango, y puede ser, por ejemplo, de 4:1 a 1:4,
tales como 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, y 1:3.



10

15

20

25

30

35

35

De acuerdo con la presente invencion, los aniones farmacéuticamente aceptables incluyen
aniones seleccionados a partir de aquellos generados por medio de la ionizacién de acidos inorganicos u
organicos. El "acido inorganico" incluye, pero no se limita a, acido clorhidrico, acido fluorhidrico, acido
bromhidrico, acido yodhidrico, acido sulfdrico, acido pirosulftrico, acido fosférico o acido nitrico. El acido
organico incluye, pero no se limita a, acido férmico, acido acético, acido acetoacético, acido piravico, acido
trifluoroacético, acido propiodnico, acido butirico, acido hexanoico, acido heptanoico, acido undecanoico,
acido laurico, acido benzoico, acido salicilico, acido 2-(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido camporico, acido
cinamico, &cido ciclopentanpropioénico, acido digluconico, acido 3-hidroxi-2-naftoico, acido nicotinico, acido
pamoico, acido pectinico, acido peroxosulfdrico, acido 3-fenilpropiénico, acido picrico, acido pivalico, acido
2-hidroxietanosulfénico, &cido itacénico, acido sulfamico, &acido trifluorometanosulfénico, &cido
dodecilsulfarico, acido etanosulfénico, &cido benzenosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido
metanosulfonico, acido 2-naftalenosulfénico, &cido naftalenosulfénico, acido alcanforsulfénico, &cido
citrico, &cido tartarico, acido estearico, &cido lactico, acido oxalico, &cido maldnico, acido succinico, &cido
malico, acido adipico, acido alginico, acido maleico, acido fumarico, acido D-glucénico, acido mandélico,
acido ascérbico, acido glucoheptoico, &cido glicerofosférico, &cido aspértico, acido sulfosalicilico, acido
hemisulfurico o &cido tiocianico.

De acuerdo con la posicién y naturaleza de los distintos sustituyentes, los compuestos divulgados
en el presente documento pueden comprender también uno 0 mas centros asimétricos. Los atomos de
carbono asimétricos pueden existir en la configuracion (R) o (S). Cuando sélo hay un centro asimétrico, se
genera una mezcla racémica, y cuando hay multiples centros asimétricos, se genera una mezcla
diastereoisomérica. En algunos casos, también puede existir asimetria debido a la rotacion obstaculizada
sobre un enlace particular, por ejemplo, los dos anillos arométicos sustituidos de un compuesto particular
conectados por medio del enlace central pueden ser asimétricos. Ademas, los sustituyentes pueden existir
en formas cis- o trans-isoméricas.

Los compuestos que se divulgan en el presente documento también incluyen todos los
estereoisémeros posibles de los mismos, ya sea en forma de un solo estereoisomero o en forma de
cualquier mezcla de los estereoisémeros (por ejemplo, isémeros R- 0 S, o isémeros E- o Z-) en cualquier
proporcién. Los estereoisomeros individuales (por ejemplo, enantibmeros individuales o
diastereoisémeros individuales) de los compuestos divulgados en el presente documento se pueden
separar por medio de cualquier método adecuado en la técnica previa (por ejemplo, cromatografia, en
particular, por ejemplo, cromatografia quiral).

El término "tautbmero" se refiere a los isdbmeros funcionales resultantes del movimiento rapido de
un atomo en una molécula entre dos posiciones. Los compuestos divulgados en el presente documento
pueden exhibir el tautomerismo. Los compuestos tautoméricos pueden existir en dos o mas formas
interconvertibles. Los tautdmeros prototropicos son el resultado de la migracion de un atomo de hidrégeno
enlazado covalentemente entre dos atomos. Los tautdmeros generalmente existen en una forma de
equilibrio. Tratar de separar un solo tautbmero generalmente conduce a una mezcla, cuyas propiedades

fisicoquimicas son consistentes con la mezcla del compuesto. La posicién del equilibrio depende de las
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propiedades quimicas de la molécula. Por ejemplo, en muchos aldehidos alifaticos y cetonas tales como el
acetaldehido, predomina la forma de ceto; mientras que en el fenol predomina la forma de enol. La
presente invencién comprende todas las formas tautoméricas del compuesto.

En la presente invencién, los compuestos implicados también incluyen los compuestos
isotépicamente etiquetados, que son idénticos al compuesto de la férmula I, pero tienen uno o mas atomos
sustituidos por a&tomos con la masa atémica o nimero de masa diferente de la masa atémica o nimero de
masa de aquellos que usualmente se encuentran en la naturaleza. Entre los ejemplos de isétopos que se
pueden incorporar a los compuestos divulgados en el presente documento se incluyen los isétopos de H,
C, N, O, S, FyCl, tales como 2H, 3H, 13C, 11C, 14C, N, 180, 170, 32P, 35S, 18F, y 36Cl|. El compuesto o el
profarmaco del mismo, o las sales farmacéuticamente aceptables del mismo que comprenden los is6topos
anteriores y/u otros is6topos de otros atomos estan dentro del alcance de la presente invencion. Ciertos
compuestos con etiquetas isotdpicas que se divulgan en este documento, por ejemplo, aquellos en los que
se incorporan los isétopos radiactivos tales como 3H y “C, son (tiles en los ensayos de distribuciéon de
farmacos y/o sustratos en los tejidos. Los is6topos de tritio (es decir, 2H) y carbono 14 (es decir, 1*C) son
especialmente preferidos por su facilidad de preparacion y detectabilidad. Ademds, la sustitucion con
isétopos mas pesados tal como el deuterio (es decir, 2H) puede dar lugar a ciertas ventajas terapéuticas
(por ejemplo, un aumento de la vida media in vivo 0 una reduccion de la dosis) como resultado de una
mayor estabilidad metabdlica y, por lo tanto, puede ser preferible en algunas circunstancias. Los
compuestos divulgados en el presente documento, tal como se reclama, se pueden limitar particularmente
a la sustitucion por deuterio o tritio. Ademas, la falta de memoria descriptiva separada de un hidrégeno en
un sustituyente como el término deuterio o tritio no significa que se excluya el deuterio o el tritio, por el
contrario, también se puede incluir el deuterio o el tritio.

El término "cantidad efectiva" o "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad de
los compuestos divulgados en el presente documento suficiente para efectuar el uso previsto, incluido,
pero no limitado, al tratamiento de una enfermedad tal como se define a continuacion. La cantidad
terapéuticamente efectiva puede variar dependiendo de los siguientes factores: el uso previsto (in vitro o in
vivo), o el sujeto y las enfermedades o condiciones que se tratan, tal como el peso y la edad del sujeto, la
gravedad de las enfermedades o condiciones y el modo de administracion, que se puede determinar
facilmente por una persona de habilidades ordinarias en la técnica. La dosis especifica variara
dependiendo de los siguientes factores: el compuesto particular seleccionado, el régimen de dosificacién a
seguir, si administrar en combinacién con otros compuestos, el programa de administracion, el tejido a
administrar y el sistema de administracion fisica llevado.

El término excipiente se refiere a un ingrediente inerte farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos
de tipos de excipientes incluyen, sin limitacidn, aglutinantes, desintegrantes, lubricantes, deslizantes,
estabilizadores, rellenos, diluyentes y similares. Los excipientes son capaces de mejorar las
caracteristicas de manipulacion de la formulacidon farmacéutica, es decir, hacer que la formulacion sea
mas susceptible a la compresion directa que aumenta la fluidez y/o la adherencia. Los ejemplos de

portadores farmacéuticos tipicos aceptables adecuados para usarse en las formulaciones anteriores
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incluyen: sacaridos, como lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol; almidones, como almidéon de maiz,
almidén de tapioca y fécula de patata; celulosa y sus derivados, como carboximetilcelulosa sédica,
celulosa etilica y celulosa metilica; fosfatos de calcio, como fosfato dicalcico y fosfato tricalcico; sulfato de
sodio; sulfato calcico; polivinilo pirrolidona; alcohol polivinilico; acido estearico; estearato de metal
alcalinotérreo, como estearato de magnesio y estearato de calcio; aceites vegetales como aceite de
cacahuate, aceite de semilla de algoddn, aceite de sésamo, aceite de oliva y aceite de maiz; tensioactivos
no ionicos, cationicos y anidnicos; un polimero de glicol; alcoholes grasos; y solidos de hidrélisis de grano
y otros excipientes compatibles no téxicos cominmente disponibles en formulaciones farmacéuticas, tales
como rellenos, aglutinantes, desintegrantes, reguladores, conservantes, antioxidantes, lubricantes y
colorantes.

El término "solvato" se refiere a las formas de los compuestos que se divulgan en el presente
documento en las que se forma un complejo por medio de la coordinacion del compuesto en estado sélido
o liquido con las moléculas del solvente. El hidrato es una forma particular del solvato en la cual la
coordinacién ocurre con el agua. En la presente invencion, el solvato preferido es un hidrato. Ademas, los
solvatos (hidratos) farmacéuticamente aceptables del compuesto de la formula | divulgada en el presente
documento se refieren a los co-cristales y clatratos formados del compuesto de la formula | y a una 0 mas
moléculas de agua u otros solventes en cantidades estequiométricas. Los solventes disponibles para los
solvantos incluyen, entre otros, agua, metanol, etanol, etilenglicol y acido acético.

El término "profarmaco”, también conocido como "precursor del farmaco”, se refiere a un
compuesto que se convierte in vivo en el compuesto de la férmula general anterior o de un compuesto
particular. Esta conversién se ve afectada por la hidrélisis del profarmaco en la sangre o por la conversion
enzimética del profarmaco en la estructura principal de la sangre o el tejido. El profarmaco divulgado en el
presente documento puede ser éster, y en la presente invencién, los ésteres que se pueden utilizar como
profarmacos incluyen ésteres de fenilo, ésteres alifaticos (de Ci a C24), ésteres de aciloximetilo,
carbonatos, carbamatos y ésteres de aminoécidos. Por ejemplo, los compuestos divulgados en el
presente documento que contienen hidroxilo/carboxilo se pueden acilar para dar un profarmaco. Otros
profarmacos incluyen ésteres de fosfato, y esos ésteres de fosfato se obtienen por medio de la
fosforilacién por medio del hidroxilo en la estructura principal.

Nombres de los reactivos correspondientes a las abreviaturas en inglés de los reactivos

Abreviaturas de los reactivos en inglés Nombres de los reactivos

m-CPBA acido m-cloroperoxibenzoico

DCM Diclorometano

DIPEA N,N-diisopropiletilamina

DMF N,N-dimetilformamida

HATU Hexaflugrofosfato de _ .

O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio

EDCLHCI Clorhidrato de

1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
Py Piridina
DMAP 4-dimetilaminopiridina
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EA Acetato de etilo
TsCl o TosCl p-cloruro de toluenosulfonilo
NMP N-metilpirrolidina-2-ona
PE Eter de petroleo
DAST Trifluoruro de dietilaminosulfuro

Efectos benéficos

1) La presente invencion proporciona un compuesto de la formula general | con una nueva
estructura, y los experimentos demuestran que el compuesto divulgado en el presente documento tiene un
efecto de inhibicion significativo en actividad IRAK4, y tiene un buen efecto de inhibicion selectivo en la
actividad IRAK4 relacionado con otras cinasas;

2) el compuesto divulgado en el presente documento tiene buena seguridad de la medicacion,
amplia aplicabilidad y toxicidad baja, y los experimentos prueban que el compuesto de la presente
invencion tiene una tasa de inhibicibn muy baja en el HERG humano, no tiene ninguna inhibicién
dependiente del tiempo obvia en el CYP3A4 humano, tiene una tasa moderada de enlace de proteina al
plasma de humano, ratas y ratones, y tiene poca diferencia de enlace entre especies; al mismo tiempo, los
compuestos que se divulgan en el presente documento no tienen un efecto de inhibicién obvio en los 5
subtipos de CYP humanos;

3) el compuesto divulgado en el presente documento tiene un efecto de inhibicion significativo en
la liberacion de TNF-a en ratones hembra Balb/c inducidos por LPS;

4) el compuesto que se divulga en el presente documento tiene buenas caracteristicas
farmacocinéticas, muestra una excelente exposicién y tiempo de retencién en animales, y tiene una vida

media adecuada y una buena absorcién de farmacos.

Descripcion detallada de lainvencién

El esquema técnico de la presente invencion serd ilustrado mas adelante en detalle con referencia
a los ejemplos especificos siguientes. Se debe entender que los siguientes ejemplos son meramente una
ilustracion y explicacion de ejemplo de la presente invencion, y no se debe interpretar como una limitacion
del alcance de proteccion de la presente invencion. Todas las técnicas implementadas sobre la base de
los contenidos mencionados de la presente invencion estan comprendidas dentro del alcance de
proteccion de la presente invencion.

A menos que se especifique de algun otro modo, los materiales de partida y los reactivos
utilizados en los ejemplos siguientes son todos productos comercialmente disponibles o se pueden
preparar por medio de métodos conocidos.

Ejemplo 1: Sintesis del compuesto 001

Formula de reaccion:
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1. Sintesis del compuesto 3

El DMAP (42.5 g), el compuesto 2 (63.4 g) y la trietilamina (63.9 g) se afiadieron secuencialmente
a una solucion del compuesto 1 (50 g) en diclorometano (500 mL) a 15 °C. El sistema de reaccién se agit6é
a 25 °C durante 18 h. La solucion de reaccion se afiadio con diclorometano (200 mL) y se lavd con agua
(300 mL x 2) y acido clorhidrico 1 M (300 mL x 3). La fase organica se deshidrat6é sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtrd y se concentrd bajo presion reducida para dar el compuesto 3 (98 g, rendimiento: 99 %).
2. Sintesis del compuesto 4

Se afadié acido clorhidrico 1 M (300 mL) en una solucion del compuesto 3 (50 g) en
tetrahidrofurano (300 mL) a 15 °C. El sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 20 h. A 0 °C, la solucién
de reaccion se ajusto a un pH de 9 con solucién de hidréxido de sodio 1 M. Se afadié acetato de etilo (200
mL x 3) para la extraccion. Los extractos se lavaron con solucién saturada de cloruro de sodio (300 mL),
se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida. El
residuo se formo en una pasta acuosa con éter de petroleo (150 mL) para dar compuesto 4 (39 g,
rendimiento: 91 %).
3. Sintesis de los compuestos 5y 6

Se afadié una solucion del compuesto 4 (34.5 g) en tetrahidrofurano (200 mL) a una solucion de
bromuro de metilmagnesio (85.8 mL) en tetrahidrofurano (500 mL) a -40 °C. El sistema de reaccion se
agité a -40 °C durante 4 h. Después de que la reaccién se apagd con solucion saturada de cloruro de

amonio (100 mL), se le afiadié acetato de etilo (500 mL x 3) para la extraccion, y los extractos se lavaron



10

15

20

25

30

35

40

con solucion salina saturada (300 mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se
concentraron bajo presion reducida. El residuo se purificé por medio de una cromatografia en columna
sobre gel de silice (éter de petroleo/acetato de etilo = 5:1 para dar el compuesto 5 (4.3 g, rendimiento: 10
%), el compuesto 6 (7.0 g, rendimiento: 17 %) y la mezcla (12 g).
Compuesto 5

H NMR (400 MHz, CDCl3):  7.79 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.52-4.41 (m, 1H),
2.44 (s, 3H), 1.95-1.80 (m, 2H), 1.77-1.61 (m, 4H), 1.46-1.35 (m, 2H), 1.19 (s, 3H).
Compuesto 6

1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.74-4.64 (m, 1H),
2.44 (s, 3H), 1.92-1.79 (m, 2H), 1.77-1.62 (m, 4H), 1.49-1.38 (m, 2H), 1.23 (s, 3H).
4. Sintesis del compuesto 8

Se afadi6 una solucion de acido nitrico (1.6 mL, 70 %) en acido sulfirico concentrado (1.6 mL, 98
%) a una solucion del compuesto 7 (2.0 g) en acido sulfarico concentrado (12 mL, 98 %) a -15 °C. El
sistema de reaccion se agité a -15 °C durante 2 h después de completar la adicion. La solucién de
reaccion se vertié lentamente en agua helada, se agité durante 5 minutos y se filtr6 al vacio. El sedimento
filtrado se lavo con agua, Yy el sélido se recolectd y se seco bajo presion reducida para dar el compuesto 8
(2.5 g, rendimiento: 97 %).
5. Sintesis del compuesto 9

Se afiadi6 hidrato de hidrazina (2.4 mL, 98 %) en una solucion del compuesto 8 (2.0 g) en DMF
(20 mL). Después de completar la adicién, el sistema de reaccién se calenté hasta 120 °C, se agito
durante 16 h y se enfrié hasta la temperatura ambiente. El sistema de reaccidn se vertié lentamente en
agua helada, se agit6 y se filtré al vacio. El sedimento filtrado se lavé con agua, y el sélido se recolect6 y
se secO bajo presion reducida para dar el compuesto 9 (1.3 g, rendimiento: 67 %).
6. Sintesis del compuesto 10

El compuesto 9 (12.4 g) y el paladio sobre carbono (7 g, 10%) se afiadieron secuencialmente a
400 mL de acetato de etilo a 15 °C. El sistema de reaccion se agitoé durante 18 h a 15 °C en una atmosfera
de hidrogeno después de completar la adicién. Después de filtrar el paladio sobre el carbono en la
solucién de reaccion, el filtrado se deshidratdé y se concentr6 para dar el compuesto 10 (10.4 g,
rendimiento: 99 %).
7. Sintesis del compuesto 12

Se afiadio EDCI.HCI (2.6 g) en una solucion del compuesto 10 (1.5 g) y el compuesto 11 (1.4 g) en
Py (15 mL) a 25 °C. El sistema de reaccidn se agit6 a 25 °C durante 16 h. La solucién de reaccién se
deshidrato y se concentrd, y el residuo se formo en una pasta acuosa con MeOH:H20 = 20 mL:20 mL para
dar el compuesto 12 (1.3 g, rendimiento: 48 %).
8. Sintesis del compuesto 001 1-6xido de

2-((2-((1r,4r)-4-hidroxi-4-metilciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina



41

=
Tl o
O HN _
\OJQ:;N“.O\OH

001
Se afiadi6 carbonato de cesio (985 mg) en una solucién del compuesto 12 (300 mg) vy el
compuesto 5 (344 mg) en DMF (5 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agité a 90 °C durante 16 h. La
solucién de reaccion se afiadié al agua (30 mL) y se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 3). La fase
10  Organica se concentro bajo presion reducida. El residuo se purifico por medio de cromatografia de liquidos
de alto rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCOs3) = 15-45 %, UV: 214 nm, velocidad de
flujo: 15 mL/min) para dar el compuesto 001 (70 mg, rendimiento: 17 %).
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 14.16 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 8.32-8.30 (m, 1H), 7.77
(d, J=7.6 Hz, 1H), 7.58 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.13 (s, 1H), 4.45 (s, 1H), 4.43-4.40 (m, 1H), 3.95 (s, 3H), 2.53
15 (s, 3H),2.09-2.00 (m, 4H), 1.68-1.58 (M, 4H), 1.22 (s, 3H). LCMS: Rt = 3.646 min, [M+H]* = 411.1.
9. Sintesis del compuesto 11
Se afiadié m-CPBA (25 g) a una solucion del compuesto 13 (10 g) en DCM (200 mL) a 25 °C. El
sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 16 h. Se filtrd la solucion de reaccién y se apago el filtrado
con una solucion saturada preparada a partir de sulfito sédico (15.6 g). El sistema de reaccién se agité
20 durante 2 h y se extrajo. La fase acuosa se ajustd a un pH < 7 con acido clorhidrico y se extrajo con DCM
(50 mL x 3). Las fases organicas se combinaron y se concentraron, y el residuo se formé en una pasta

acuosa con EA (300 mL) para dar el compuesto 11 (10.1 g, rendimiento: 90 %).
Ejemplo 2: Sintesis del compuesto 010

25 Férmula de reaccion:
TosCl

0 0 HCI OH OH
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1. Sintesis del compuesto 2

El DMAP (42.5 g), el TsCI (63.4 g) y la trietilamina (63.9 g) se afiadieron secuencialmente a una
solucién del compuesto 1 (50 g) en diclorometano (500 mL) a 15 °C. El sistema de reaccién se agit6é a 25
°C durante 18 h. La solucién de reaccion se le afiadié con diclorometano (200 mL) y se lavé con agua (300
mL x 2) y acido clorhidrico 1 M (300 mL x 3). La fase organica se deshidratd sobre sulfato de sodio anhidro,
se filtré y se concentrd bajo presién reducida para dar el compuesto 2 (98 g, rendimiento: 99 %).
2. Sintesis del compuesto 3

Se afiadio é&cido clorhidrico 1 M (300 mL) en una soluciébn del compuesto 2 (50 g) en
tetrahidrofurano (300 mL) a 15 °C. El sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 20 h. A 0 °C, la solucién
de reaccion se ajust6 a un pH = 9 con solucién de hidroxido de sodio 1 M. Se afadi6é acetato de etilo (200
mL x 3) para la extraccion. Los extractos se lavaron con solucién saturada de cloruro de sodio (300 mL),
se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida. El
residuo se formd en una pasta acuosa con éter de petrodleo (150 mL) para dar compuesto 3 (39 g,
rendimiento: 91 %).
3. Sintesis de los compuestos 4y 5

Se afiadié una solucion del compuesto 3 (34.5 g) en tetrahidrofurano (200 mL) a una solucién de
bromuro de metilmagnesio (85.8 mL) en tetrahidrofurano (500 mL) a -40 °C. El sistema de reaccion se
agité a -40 °C durante 4 h. Después de que la reaccién se apagd con solucion saturada de cloruro de
amonio (100 mL), se le afiadié acetato de etilo (500 mL x 3) para la extraccion, y los extractos se lavaron
con solucion salina saturada (300 mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se
concentraron bajo presion reducida. El residuo se purific6 por medio de una cromatografia en columna
sobre gel de silice (éter de petréleo/acetato de etilo = 5:1 para dar el compuesto 4 (4.3 g, rendimiento: 10
%), el compuesto 5 (7.0 g, rendimiento: 17 %) y la mezcla (12 g).

Compuesto 4

1H NMR (400 MHz, CDClz): 6 7.79 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.52-4.41 (m, 1H),
2.44 (s, 3H), 1.95-1.80 (m, 2H), 1.77-1.61 (m, 4H), 1.46-1.35 (m, 2H), 1.19 (s, 3H).

Compuesto 5
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1H NMR (400 MHz, CDCls): & 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.74-4.64 (m, 1H),
2.44 (s, 3H), 1.92-1.79 (m, 2H), 1.77-1.62 (m, 4H), 1.49-1.38 (m, 2H), 1.23 (s, 3H).
4. Sintesis del compuesto 7

Se afiadi6 m-CPBA (25 g) a una solucién del compuesto 6 (10 g) en DCM (200 mL) a 25 °C. El
sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 16 h. Se filtr6 la solucién de reaccion y se apagé el filtrado
con una solucion saturada preparada a partir de sulfito sédico (15.6 g). El sistema de reaccién se agité
durante 2 h y se extrajo. La fase acuosa se ajusto a un pH < 7 con acido clorhidrico y se extrajo con DCM
(50 mL x 3). Las fases organicas se combinaron y se concentraron, y el residuo se formoé en una pasta
acuosa con EA (300 mL) para dar compuesto 7 (10.1 g, rendimiento: 90 %).
5. Sintesis del compuesto 9

Se afadieron 80 mL de &cido sulfdrico concentrado en una botella de tres cuellos de 500 mL. El
sistema de reaccién se enfrié a -7 °C, se le afiadidé lentamente el compuesto 8 (10 g) y se agité durante 5
min a -7 °C, y luego se enfri6 el sistema de reaccién a -15 °C, se le afiadié lentamente nitrato de potasio
(8.9 g) y se agité a -15 °C durante 1 h. La solucién de reaccién mezclada se vertié en 1.2 L de agua helada.
El sélido precipitado se filtrg, y el sedimento filtrado se disolvié en 2 L de acetato de etilo. La solucion de
reaccion se afiadié con 4 L de solucion de bicarbonato de sodio para ajustar el pH > 7 y se extrajo con
acetato de etilo (2 L x 3). La fase organica se concentrd y se deshidrato, y el residuo se purificé en una
columna de gel de silice (DCM:MeOH = 300:1) para dar el compuesto 9 (12.3 g, rendimiento: 27 %).
6. Sintesis del compuesto 11

El compuesto 9 (400 mg), el compuesto 10 (1.81 g) y el DIPEA (2.86 g) se afadieron
secuencialmente a 20 mL de DMF a temperatura ambiente. La solucién de reaccién se agité durante la
noche a 80 °C en un recipiente cerrado. Una vez terminada la reaccion, se afiadié agua, seguida de tres
extracciones con acetato de etilo. Los extractos se concentraron a presion reducida y se purificaron en
columna de gel de silice (DCM:CHsOH = 200:1) para dar el compuesto 11 (570 mg, rendimiento: 83 %).
7. Sintesis del compuesto 12

El compuesto 11 (80 mg), Pd/C (5 mg) se le afiadieron secuencialmente a 10 mL de DMF a
temperatura ambiente. La solucion reaccién se agité a 55 °C durante la noche bajo una atmésfera de
hidrégeno. Después de terminar la reaccion, se filtré la solucion de reaccion vy el filtrado se concentré a
presion reducida y se purific6 en una columna de gel de silice (DCM:CH3OH = 100:1) para dar el
compuesto 12 (60 mg, rendimiento: 65 %).
8. Sintesis del compuesto 13

Se afiadié EDCI.HCI (950 mg) en una solucion del compuesto 12 (580 mg) y el compuesto 7 (505
mg) en Py (11 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agité a 40 °C durante 16 h. La solucion de reaccién
se concentro y evaporo, y el residuo se purificd en una columna de gel de silice (PE:EA = 1:1) para dar el
compuesto 13 (550 mg, rendimiento: 55 %)
9. Sintesis del compuesto 010 1-6xido de

2-((6-(dimetilamino)-2-((1r,4r)-4-hidroxi-4-metilciclohexil)-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina
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Se afadié carbonato de cesio (936 mg) en una soluciéon del compuesto 13 (300 mg) y el
compuesto 4 (409 mg) en DMF (6 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agité a 90 °C durante 16 h. La
soluciéon de reaccion se afiadié al agua (30 mL) y se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 3). La fase
organica se concentré bajo presion reducida. El residuo se purificé por medio de cromatografia de liquidos
de alto rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 20-70 %, UV: 214 nm, velocidad de
flujo: 15 mL/min) para dar el compuesto 010 (59 mg, rendimiento: 14 %).

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 14.01 (s, 1H), 8.80 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 8.33-8.30 (m, 1H),
7.77-7.74 (m, 1H), 7.56 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.33 (s, 1H), 4.44-4.41 (m, 2H), 2.72 (s, 6H), 2.52 (s, 3H),
2.06-2.01 (m, 4H), 1.68-1.55 (m, 4H), 1.23 (s, 3H). LCMS: Rt = 3.318 min, [M+H]*=424.2.

Ejemplo 3: Sintesis del compuesto 013

Formula de reaccion:

N O,N N O,N H,N
/CCO HNO, :C(\o NHoNHoHO :@E\\/N Pd/C j@\\,"‘
0 F H,SO, o) F DMF o] N o) N

4

| | | H |

1
4
X+ o = o] =
N SR Tso—<:>< j <6
(0] OH '}l+ 0 [}F
5 O HN 7 O HN _ o)
- oy %)
N o N o)
|

? H
6 8
4
=
| N NG
N 0 N
N* g
I O HN _
HCI 0 HN]CE\ ) NaBH4 :@\/\N"'O‘OH
— \ — <y
N = 0
7 " |
013

1. Sintesis del compuesto 2

Se afiadio una solucién de &cido nitrico (1.6 mL, 70 %) en acido sulfdrico concentrado (1.6 mL, 98
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%) a una solucion del compuesto 1 (2.0 g) en acido sulfarico concentrado (12 mL, 98 %) a -15 °C. El
sistema de reaccion se agitd a -15 °C durante 2 h después de completar la adicién. La solucion de
reaccion se vertié lentamente en agua helada, se agité durante 5 minutos y se filtré al vacio. El sedimento
filtrado se lav6 con agua, Yy el sélido se recolectd y se secd bajo presion reducida para dar el compuesto 2
(2.5 g, rendimiento: 97 %).
2. Sintesis del compuesto 3

Se afiadié hidrato de hidrazina (2.4 mL, 98 %) en una solucion del compuesto 2 (2.0 g) en DMF
(20 mL). Después de completar la adicion, el sistema de reaccion se calenté hasta 120 °C, se agito
durante 16 h y se enfrid hasta la temperatura ambiente. El sistema de reaccion se vertié lentamente en
agua helada, se agit6 y se filtr6 al vacio. El sedimento filtrado se lavé con agua, y el sélido se recolecté y
se sec0O bajo presion reducida para dar el compuesto 3 (1.3 g, rendimiento: 67 %).
3. Sintesis del compuesto 4

El compuesto 3 (12.4 g) y el paladio sobre carbono (7 g, 10 %) se afiadieron secuencialmente a
400 mL de acetato de etilo a 15 °C. El sistema de reaccion se agit6é durante 18 h a 15 °C en una atmosfera
de hidrogeno después de completar la adicion. Después de filtrar el paladio sobre carbono en la solucién

de reaccion, el filtrado se deshidraté y se concentro para dar el compuesto 4 (10,4 g, rendimiento: 99 %).

4. Sintesis del compuesto 6

Se afadié EDCI.HCI (2.6 g) en una solucion del compuesto 4 (1.5 g) y el compuesto 5 (1.4 g) en
Py (15 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 16 h. La solucién de reaccién se
deshidrato y se concentrd, y el residuo se formé en una pasta acuosa con MeOH:H20 = 20 mL:20 mL para
dar el compuesto 6 (1.3 g, rendimiento: 48 %).
5. Sintesis del compuesto 8

Se afadio6 carbonato de cesio (3.3 g) en una solucion del compuesto 6 (1 g) y el compuesto 7 (1.3
g) en DMF (20 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agitdé a 90 °C durante 16 h. La solucién de reaccién
se afiadid al agua (50 mL) y se extrajo con acetato de etilo (30 mL x 3). La fase organica se concentré bajo
presion reducida. El residuo se purific6 por medio de cromatografia de liquidos de alto rendimiento
preparativa (CH3sCN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 20-60 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) para
dar el compuesto 8 (370 mg, rendimiento: 25 %).
6. Sintesis del compuesto 9

Se afiadieron 5 mL de acido clorhidrico 2 M a una solucion del compuesto 8 (350 mg) en dioxano
(5 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agitd a 25 °C durante 16 h. La solucion de reaccion se ajusté a
un pH > 7 con solucion de carbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 3). La fase
organica se concentrd bajo presion reducida para dar el compuesto 9 (150 mg, rendimiento: 48 %).
7. Sintesis del compuesto 013 1-6xido de

2-((2-((1r,4r)-4-hidroxiciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina
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Se afiadi6 borohidruro de sodio (25 mg) en una solucion del compuesto 9 (130 mg) en metanol (2
mL) a 0 °C. El sistema de reaccion se agit6 a 25 °C durante 2 h. La solucién de reaccion se apag6 con una
solucién de cloruro de amonio (10 mL) y se extrajo con acetato de etilo (5 mL x 3). La fase organica se
concentro bajo presion reducida. El residuo se purificé por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 10-60 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15
mL/min) para dar el compuesto 013 (54 mg, rendimiento: 41 %).

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): 5 14.16 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.31-8.29 (m, 2H), 7.78-7.76 (m, 1H),
7.58 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.10 (s, 1H), 4.71 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.40-4.34 (m, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.57-3.50 (m,
1H), 2.53 (s, 3H), 2.09-2.06 (m, 2H), 1.97-1.88 (m, 4H), 1.45-1.34 (m, 2H). LCMS: Rt = 2.541 min, [M+H]*=
397.2.

Ejemplo 4: Sintesis del compuesto 016 y compuesto 220
Formula de reaccién:

O,N HaN
O,N O5N 2 N
2 \ AlCl, 2 AT N N
N N o N Pd/C o N
o) N  ——— Ho N ————~ H —_— H
o, A , H o, meoHRT J

o8 e
Z = |
NaBH \N*‘ ° \'Tr °
e S HN O HN _
MeOH/RT ﬁf\w@_% @N—O—OH
0 SN Q N
/ 016 / 220

1. Sintesis del compuesto 2
El compuesto 1 (2 g) y AICI3 (4.13 g) se afiadieron secuencialmente al diclorometano (150 mL) a

18 °C. El sistema de reaccidn se agité a 55 °C durante 18 h. La solucion de reaccién se apag6 con agua
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(50 mL), se extrajo con diclorometano (150 mL) y luego se extrajo con acetato de etilo (150 mL x 3). La
fase organica se concentré y se deshidratd, y el residuo se formd en una pasta acuosa con diclorometano
(30 mL) para dar el compuesto 2 (1.6 g, rendimiento: 86 %).
2. Sintesis del compuesto 3

Se afiadi6 carbonato de potasio (93 mg) a una solucién del compuesto 2 (0.1 g) y yodoetano (105
mg) en DMF (2 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agité a 60 °C durante 16 h. La solucién de reaccion
se afiadid al agua (20 mL). La solucién reaccién se extrajo con acetato de etilo (5 mLx 3). La fase organica
se concentré bajo presion reducida. El residuo se purific6 en una columna de gel de silice (éter de
petrdleo:acetato de etilo = 2:1) para dar el compuesto 3 (0.1 g, rendimiento: 86 %).
3. Sintesis del compuesto 4

Se afiadié Pd/C (0.3 g) a una solucién del compuesto 3 (1.1 g) en metanol (100 mL) a 25 °C. El
sistema de reaccion se agit6 a 25 °C durante 16 h en atmdsfera de hidrogeno a 1 atm. Se filtr6 la solucién
de reaccién y el filtrado se concentr6 por evaporacién giratoria para dar el compuesto 4 (0.71 g,
rendimiento: 76 %).
4. Sintesis del compuesto 6

El compuesto 5 (558 mg) se afiadié a una solucién del compuesto 4 (710 mg) y EDCI (840 mg) en
piridina (25 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agitd a 25 °C durante 16 h. La solucion de reaccién se
afiadio al agua (100 mL). La solucién reaccion se extrajo con acetato de etilo (30 mLx 3). La fase organica
se concentr6 bajo presion reducida. El residuo se purific6 en una columna de gel de silice
(diclorometano:metanol = 60:1) para dar el compuesto 6 (0.67 g, rendimiento: 54 %).
5. Sintesis del compuesto 8

El compuesto 6 (630 mg) se afiadié a una solucién del compuesto 7 (945 mg) y carbonato de cesio
(1.97 g) en DMF (25 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agité a 90 °C durante 16 h. La solucién de
reaccion se afiadié al agua (100 mL) y se extrajo con acetato de etilo (30 mL x 3). La fase organica se
concentrd bajo presion reducida. El residuo se purific6 por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CHsCN:H20 (0.1 % de NH4HCOs3) = 5-95 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15
mL/min) para dar el compuesto 8 (160 mg, rendimiento: 18 %).
6. Sintesis del compuesto 9

El compuesto 8 (180 mg) se disolvié en una solucion mixta de dioxano (30 mL) y acido clorhidrico
2 M (10 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agitd a 45 °C durante 16 h. La solucion de reaccion se
ajustd a un pH > 7 con solucion saturada de bicarbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo (30 mL x
3). La fase organica se concentrd por evaporacion giratoria para dar el compuesto 9 (180 mg, rendimiento:
97 %).
7. Sintesis del compuesto 016 1-6xido de
2-((6-etoxi-2-((1r,4r)-4-hidroxiciclohexil)-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina y compuesto 220
1-6xido de 2-((6-etoxi-2-((1s,4s)-4-hidroxiciclohexil)-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina
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Se afiadié borohidruro de sodio (50 mg) en una solucién del compuesto 9 (180 mg) en metanol (20
mL) a 0 °C. El sistema de reaccion se agit6 a 25 °C durante 1 h. La solucién de reaccion se apag6 con una
solucion de cloruro de amonio (10 mL) y se extrajo con acetato de etilo (20 mL x 3). La fase organica se
concentrd bajo presion reducida. El residuo se purific6 por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 20-50 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15
mL/min) para dar el compuesto 016 (tiempo de retencion Rt = 11.25 min, 123 mg, rendimiento: 68 %) y el
compuesto 220 (tiempo de retencion Rt = 11.75 min, 30 mg, rendimiento: 17 %).
Compuesto 016

1H NMR (400 MHz, CDCIls): & 14.30 (s, 1H), 8.88 (s, 1H), 8.45 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.83 (s, 1H),
7.43-7.36 (m, 2H), 7.03 (s, 1H),4.37-4.30 (m, 1H), 4.24 (g, J = 6.8 Hz, 2H), 3.82-3.80 (m, 1H), 2.63 (s, 3H),
2.28 (d, J =12.8 Hz, 2H), 2.18 (d, J = 14.8 Hz, 2H), 2.06 (g, J = 13.2 Hz, 2H), 1.65-1.56 (m, 3H), 1.55-1.50
(m, 2H).

LCMS: Rt = 2.486 min, [M+H]*=411.2.
Compuesto 220

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 14.30 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 8.45 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.89 (s, 1H),
7.43-7.36 (m, 2H), 7.04 (s, 1H), 4.41-4.35 (m, 1H), 4.24 (g, J = 8.8 Hz, 2H), 4.14 (br s, 1H), 2.63 (s, 3H),
2.35(q, J =8.8 Hz, 2H), 2.08 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 1.98 (d, J = 13.2 Hz, 2H), 1.75 (t, J = 13.2 Hz, 2H), 1.64 (t,
J =6.8 Hz, 3H). LCMS: Rt = 2.642 min, [M+H]" = 411.2.
Ejemplo 5: Sintesis del compuesto 025

Formula de reaccion:

/

JCTQ

1 3 025

Br— Mg{] © = O HN
O

1. Sintesis del compuesto 3
Se afiadié por goteo una solucion del compuesto 1 (3 g) en tetrahidrofurano (10 mL) a una
solucion del compuesto 2 (45 mL) en tetrahidrofurano (100 mL) a -40 °C. El sistema de reaccion se agité a

0 °C durante 8 h. Después de que la reaccién se apagd con solucién saturada de cloruro de amonio (200
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mL), se le afiadi6 acetato de etilo (200 mL x 3) para la extraccion, y los extractos se lavaron con solucién
salina saturada (400 mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron
bajo presién reducida. El residuo se purificé por medio de una cromatografia en columna sobre gel de
silice (éter de petréleo:acetato de etilo = 5:1 para dar el compuesto 3 (1.5 g, rendimiento: 44 %).

2. Sintesis del compuesto 025 1-6xido de

2-((2-((1r,4r)-4-ciclopropil-4-hidroxiciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina

~
\I}IJ' O
o HN:CE\ <:>,OH
Nt g
~o =N ’V

025

Se afadi6 carbonato de cesio (820 mg) en una solucién del compuesto 4 (300 mg) y el compuesto
3 (374 mg) en NMP (30 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agitdé a 90 °C durante 16 h. La solucién de
reaccion se enfrid y se agreg6 con agua (100 mL). Se afiadié acetato de etilo para su extraccion (80 mL x
4). La fase orgénica se concentrd bajo presion reducida. El residuo se purificé por medio de cromatografia
de liquidos de alto rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 5-95 %, UV: 214 nm,
velocidad de flujo: 15 mL/min) para dar el compuesto 025 (79 mg, rendimiento: 18 %).

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 14.13 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 8.45 (d, J = 12 Hz, 1H), 7.89 (s, 1H),
7.42-7.37 (m, 2H), 7.07 (s, 1H), 4.49-4.41(m, 1H), 4.05 (s, 3H), 2.64 (s, 3H), 2.38-2.22 (m, 4H),1.92-1.88
(m, 2H), 1.72-1.64 (m, 2H), 1.31-1.26 (m, 1H), 0.98 (s, 1H), 0.43-0.41 (m, 4H). LCMS: Rt =3.198, [M+H]* =
437.2.

Ejemplo 6: Sintesis del compuesto 163

OH TsCl J—<OH
HO > TsO

Formula de reaccion:

< ON O,N N J—<0H
0 : SO NHoNH,H,0 N TsO O2N _ OH
HNO3; 2NF2 Ha N 2 N
—_ S — )
o F o) F 0 > N

‘ H2S04 ‘ DMF \ H o
[

—_— O HN ﬁ
-
\O N

163

HoN - %OH o o \N+‘ o
PdIC ]@\N 6 \ OH
e ~
N
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1. Sintesis del compuesto 2

Se afiadié cloruro de p-toluenesulfonilo (11.8 g) en una solucién del compuesto 1 (6.1 g),
trietilamina (14.8 g) y DMAP (7.2 g) en DCM (120 mL) a 15 °C. El sistema de reaccién se agit6 a 10 °C
durante 16 h. La solucién de reaccion se lavo con HCI 1 N (100 mL x 3). La fase organica se seco y se
concentrd para dar el compuesto 2 (13.1 g, rendimiento: 84 %).
2. Sintesis del compuesto 9

Se afiadié una solucién de &cido nitrico (1.6 mL) en &cido sulfarico concentrado (1.6 mL, 98 %) a
una solucién del compuesto 8 (2.0 g) en acido sulfdrico concentrado (12 mL, 98 %) a -15 °C. El sistema de
reaccion se agit6 a -15 °C durante 2 h después de completar la adicion. La solucion de reaccion se vertié
lentamente en agua helada, se agité durante 5 minutos y se filtr6 al vacio. El sedimento filtrado se lavé con
agua, y el sdlido se recolecto y se secé bajo presién reducida para dar el compuesto 9 (2.5 g, rendimiento:
97 %).
3. Sintesis del compuesto 3

Se afiadié hidrato de hidrazina (2.4 mL, 98 %) en una solucion del compuesto 8 (2.0 g) en DMF
(20 mL). Después de completar la adicion, el sistema de reaccion se calentd hasta 120 °C, se agitd
durante 16 h y se enfrid hasta la temperatura ambiente. El sistema de reaccion se vertié lentamente en
agua helada, se agit6 y se filtr6 al vacio. El sedimento filtrado se lavé con agua, y el sélido se recolect6 y
se secO bajo presion reducida para dar el compuesto 3 (1.3 g, rendimiento: 67 %).
4. Sintesis del compuesto 4

Se afladi6é DIPEA (13.4 g) en una solucién del compuesto 3 (4.0 g) y el compuesto 2 (10.7 g) en
tolueno (80 mL) a 15 °C. El sistema de reaccién se agité a 130 °C durante 48 h. La solucidon de reaccién se
afiadio al agua (100 mL) y se extrajo con acetato de etilo (50 mL x 3). La fase organica se concentré bajo
presion reducida. El residuo se purific6 por medio de cromatografia de liquidos de alto rendimiento
preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 10-50 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) para
dar el compuesto 4 (2.5 g, rendimiento: 43 %).
5. Sintesis del compuesto 5

Se afadi6 Pd/C (400 mg) en una solucién del compuesto 4 (1.3 g) en acetato de etilo (30 mL) a 30
°C y se agit6 el sistema de reaccién durante 16 h en una atmésfera de hidrogeno. Se combinaron las fases
orgénicas y la solucién de reaccion se filtré y concentr6 a presion reducida para dar el compuesto 5 (1.9 g,
rendimiento: 95 %).
6. Sintesis del compuesto 163 1-6xido de

2-((2-(3-hidroxi-3-metilbutilo)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina

=]
N o
N* OH
O~ HN J_]/\
-
\O N

163

Se le afiadieron HATU (273 mg) y ETsN (145 mg) en una solucién del compuesto 5 (120 mg) y el
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compuesto 6 (81 mg) en DMF (2 mL) a 30 °C. El sistema de reaccién se agité a 30 °C durante 18 h. La
solucién de reaccion se concentré a presion reducida y el producto crudo se purificé ain mas por medio de
cromatografia de liquidos de alto rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 5-95 %, UV:
214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) para dar el compuesto 163 (110 mg, rendimiento: 60 %).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 14.13 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.31-8.28 (m, 2H), 7.77-7.75(m, 1H),
7.60-7.55(m, 1H), 7.09 (s, 1H), 4.50 (s, 1H), 4.44-4.40 (m, 2H), 3.93 (s, 3H), 2.53 (s, 3H), 2.04-2.00 (m, 2H),
1.15 (s, 6H). LCMS: Rt = 2.784 min, [M+H]* = 385.2.

Ejemplo 7: Sintesis del compuesto 284
Foérmula de reaccién:

=

(0]
\N+

|
O HN \ =~ |
j/\:p” SN
\O N )
HO TsO H O~ HN
O == 0 3 @SS
- - /N

1 2 284

1. Sintesis del compuesto 2

Se afiadié cloruro de p-toluenesulfonilo (2.3 g) en una solucion del compuesto 1 (1 g), trietilamina
(2.9 g) y DMAP (1.4 g) en DCM (20 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agitd a 25 °C durante 16 h. La
solucién de reaccién se lavé con HCI 1 N (200 mL x 3). La fase orgénica se secd y se concentré para dar el
compuesto 2 (2.1 g, rendimiento: 75 %).
2. Sintesis del compuesto 284 1-6xido de

2-((2-ciclopentil-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina

1
\N+ (0]
|
O” HN
-
IO
\O N

Se afiadi6 carbonato de cesio (1.6 g) en una solucién del compuesto 3 (500 mg) y el compuesto 2
(485 mg) en DMF (10 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agit6 a 90 °C durante 16 h. La solucién de
reaccion se afiadio al agua (50 mL) y se extrajo con acetato de etilo (30 mL x 3). La fase organica se
concentro bajo presién reducida. El residuo se purificd por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCOs3) = 25-60 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15
mL/min) para dar el compuesto 284 (123 mg, rendimiento: 20 %).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): © 14.15 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.32-8.29 (m, 2H), 7.77-7.75 (m, 1H),
7.57 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.13 (s, 1H), 4.97-4.90 (m, 1H), 3.96 (s, 3H), 2.53 (s, 3H), 2.22-2.13 (m, 2H),
2.10-2.01 (m, 2H), 1.92-1.82 (m, 2H), 1.74-1.65 (m, 2H). LCMS: Rt = 3.562 min, [M+H]* = 367.2.
Ejemplo 8: Sintesis del compuesto 285
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Formula de reaccion:

TsO O HN =
- _ N
\O N
1 285

1. Sintesis del compuesto 285 1-6xido de

2-((2-ciclohexil-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina

]
\N+ (@]
|
O” HN
-
-0
\O N

Se afiadio carbonato de cesio (1.3 g) en una solucion del compuesto 2 (400 mg) y el compuesto 1
(511 mg) en NMP (8 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agité a 90 °C durante 16 h. La solucién de
reaccion se afiadié al agua (30 mL) y se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 3). La fase organica se
concentrd bajo presion reducida. El residuo se purificé por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCOs3) = 25-75 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15
mL/min) para dar el compuesto 285 (68 mg, rendimiento: 13 %).

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 14.15 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.32-8.29 (m, 2H), 7.78-7.76 (m, 1H),
7.58 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.11 (s, 1H), 4.40-4.34 (m, 1H), 3.95 (s, 3H), 2.53 (s, 3H), 2.11-2.07 (m, 2H),
1.90-1.80 (m, 4H), 1.70 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 1.50-1.40 (m, 2H), 1.31-1.23 (m, 1H). LCMS: Rt = 3.971 min,
[M+H]* = 381.2.
Ejemplo 9: Sintesis del compuesto 286

Férmula de reaccion:

|
O HN N
]i:CN 4
~ X (0]
DAST © i N
F 3 O HN
Ts0 o——> Ts0 — jCﬁ OF
F <N
\O N
286

F
1 2
1. Sintesis del compuesto 2
Se afiadié DAST (6 g) en una solucion del compuesto 1 (2 g) en DCM (70 mL) a 0 °C. El sistema
de reaccion se agitd a 25 °C durante 3 h. La solucion de reaccién se afiadié al agua (50 mL). La solucién
de reaccion se extrajo con diclorometano (30 mLx 2). La fase organica se concentrd bajo presién reducida.

El residuo se purifico en una columna de gel de silice (PE:EA = 10:1) para dar el compuesto 2 (1.8 g,
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rendimiento: 82 %).
2. Sintesis del compuesto 286 1-6xido

2-((2-(4,4-difluorociclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina

"]
\N+ 0]
|
O" HN _ F
N
\O \N F

286

de

Se afiadi6 carbonato de cesio (1.6 g) en una solucién del compuesto 3 (500 mg) y el compuesto 2

(731 mg) en NMP (10 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agité a 90 °C durante 16 h. La solucion de

reaccion se afiadié al agua (30 mL) y se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 3). La fase orgénica se

concentrd bajo presion reducida. El residuo se purific6 por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 40-70 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15

mL/min) para dar el compuesto 286 (129 mg, rendimiento: 18 %).

1H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 14.17 (s, 1H), 8.80 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 8.32-8.29 (m, 1H),
7.78-7.76 (m, 1H), 7.58 (1, J = 8.0 Hz, 1H), 7.13 (s, 1H), 4.68-4.57 (m, 1H), 3.97 (s, 3H), 2.53 (s, 3H),

2.32-2.07 (m, 8H). LCMS: Rt = 3.692 min, [M+H]* = 417.2.

Ejemplo 10: Sintesis del compuesto 287

Formula de reaccion:

1. Sintesis del compuesto 287 1-6xido

de

2-((6-(dimetilamino)-2-((1s,4s)-4-hidroxi-4-metilciclohexil)-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina

]
\N+ @]
|
O HN
\OH

Se afiadio carbonato de cesio (800 mg) en una solucién del compuesto 1 (255 mg) y el compuesto

2 (350 mg) en NMP (5 mL) a 25 °C. El sistema de reaccioén se agit6 a 90 °C durante 16 h. La solucion de

reaccién se afiadié al agua (30 mL) y se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 3). La fase organica se
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concentro bajo presién reducida. El residuo se purificd por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCOs3) = 35-60 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15
mL/min) para dar el compuesto 287 (51 mg, rendimiento: 15 %).

H NMR (400 MHz, CDClz): & 14.03 (s, 1H), 8.92 (s, 1H), 8.46 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.89 (s, 1H),
7.41-7.35 (m, 3H), 4.37-4.31 (m, 1H), 2.84 (s, 6H), 2.63 (s, 3H), 2.37-2.27 (m, 2H), 2.11-2.05 (m, 2H),
1.93-1.85 (m, 2H), 1.61-1.58 (m, 2H), 1.33 (s, 3H). LCMS: Rt = 3.298 min, [M+H]* = 424.3.

Ejemplo 11: Sintesis del compuesto 015y compuesto 288

Férmula de reaccion:

N2 K:ENQ] _Pac_ jCENOJ
~o H ~o N 0] ~o N (0]

1 3 4
]
X X HoN _ o)
L on A _on ~ ]@NO J SO
N m-CPBA N o N © O HN o
|
0 DCM o 0 : /'N{>< j Hel
5 6 N @] EEEE—
I 7
= ‘ = =
- o . o < o}
\ ol bl
O HN _ O HN O HN
N O - -
~ = NaBH,4 N OH N OH
O N \O N —~0 N
8 015 288

1. Sintesis del compuesto 3

El compuesto 1 (5 g), el compuesto 2 (26 g) y el carbonato de cesio (29 g) se afadieron
secuencialmente en DMF (400 mL) a 20 °C. El sistema de reaccion se agité a 90 °C durante 24 h en una
atmaosfera de nitrégeno. La solucién de reaccion se enfrié hasta 20 °C con agua (800 mL) y se extrajo con
acetato de etilo (800 mLx 3). La fase organica se lavo con una solucion de cloruro de sodio saturado (500
mLx 3), se deshidraté sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentré bajo presién reducida. El
residuo se purificd en cromatografia en columna sobre gel de silice (éter de petréleo:acetato de etilo = 1:1)
y se formé en una pasta acuosa con MTBE (50 mL) para dar el compuesto 3 (1.2 g, rendimiento: 14 %).
2. Sintesis del compuesto 4

Se afiadié Pd/C (0.1 g) en una solucion del compuesto 3 (1.1 g) en acetato de etilo (200 mL) a 25
°C y se agito el sistema de reaccion durante 16 h en una atmoésfera de hidrogeno. La solucion de reaccion
se filtré y se concentrd bajo presién reducida para dar el compuesto 4 (901 mg, rendimiento: 90 %).
3. Sintesis del compuesto 6

El compuesto 5 (900 mg) se disolvié en diclorometano (20 mL) y la solucién de reaccion se afiadio
lentamente con mCPBA (2.5 g). El sistema de reaccién se agitdé a 25 °C durante 16 h. Se filtr6 la solucién

de reaccién. El residuo se apag6 con sulfito de sodio acuoso. La solucion de reaccion se ajusté a un pH <
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7 con acido clorhidrico y se extrajo con diclorometano (50 mL x 3). La fase organica se concentré y se
purificé por medio de una cromatografia en columna sobre gel de silice (éter de petrdleo:acetato de etilo =
1:1) para dar el compuesto 6 (0.68 g, rendimiento: 69 %).
4. Sintesis del compuesto 7

Se afadieron HATU (376 mg) y DIPEA (128 mg) en una solucién del compuesto 6 (164 mg) vy el
compuesto 4 (250 mg) en DMF (10 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agité durante 16 h. La solucién
de reaccion se afiadié con agua (100 mL) y se extrajo con EA (20 mL x 3). Los extractos se lavaron con
solucién saturada de cloruro de sodio (200 mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se
filtraron y se concentraron bajo presion reducida. El residuo se purificé en cromatografia en columna sobre
gel de silice (diclorometano:metanol = 40:1) y se formé en una pasta acuosa para dar el compuesto 7 (480
mg, rendimiento: 99 %).
5. Sintesis del compuesto 8

Se afiadio acido clorhidrico 4 M (10 mL) en una solucion del compuesto 7 (480 mg) en dioxano (10
mL) a 0 °C. El sistema de reaccion se agité a 30 °C durante 16 h, se enfrié a 0 °C, se ajusté a un pH =8
con solucidén saturada de NaHCOg, se extrajo con EA (40 mL x 5), se lavé con NaCl saturado (200 mL), se
deshidrat6 sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentré bajo presion reducida para dar el

compuesto 8 (435 mg, rendimiento: 99 %).

7. Sintesis del compuesto 015 1-6xido de
2-((2-((1r,4r)-4-hidroxiciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-isopropilpiridina y
compuesto 288 1-6xido de

2-((2-((1s,4s)-4-hidroxiciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-isopropilpiridina

< ~ ]
,}l+ O \'\.'+ O
O HN _ O HN _
~o N ~o N
015 288

Se afiadié borohidruro de sodio (118 mg) en una solucién del compuesto 8 (435 mg) en metanol
(20 mL) a 0 °C. El sistema de reaccion se agitdé a 30 °C durante 16 h. La solucion de reaccion se ajusté a
un pH =7 con cloruro de amonio saturado, se extrajo con DCM (40 mL x 5) y se lavé con NaCl saturado
(200 mL). El residuo se purificé por medio de cromatografia de liquidos de alto rendimiento preparativa
(CHsCN:H20 (0.1 % de NH4HCOs) = 30-70 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) para dar el
compuesto 015 (tiempo de retencion Rt = 28.13 min, 171 mg, rendimiento: 39 %) y el compuesto 288
(tiempo de retencion Rt = 29.25 min, 44 mg, rendimiento: 10 %).
Compuesto 015

H NMR (400 MHz, CDCls): 6 14.18 (s, 1H), 8.88 (s, 1H), 8.44 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 7.83 (s, 1H),
7.47-7.40 (m, 2H), 7.05 (s, 1H), 4.34-4.33 (m, 1H), 4.04 (s, 3H), 3.99-3.95 (m, 1H), 3.82-3.80 (m, 1H),
2.30-2.26 (m, 2H), 2.19-2.16 (m, 2H), 2.05 (g, J = 9.2 Hz, 2H), 1.60-1.50 (m, 2H), 1.36 (s, 3H), 1.35 (s, 3H).
LCMS: Rt =3.531, [M+H]* = 425.2.
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Compuesto 288

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 14.17 (s, 1H), 8.88 (s, 1H), 8.44 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 7.89 (s, 1H),
7.47-7.40 (m, 2H), 7.06 (s, 1H), 4.39-4.37 (m, 1H), 4.14 (s, 1H), 4.05 (s, 3H), 3.99-3.95 (m, 1H), 2.38-2.34
(m, 2H), 2.09-2.04 (m, 2H), 2.01-1.96 (m, 2H), 1.80-1.76 (m, 2H), 1.36 (s, 3H), 1.35 (s, 3H). LCMS: Rt
=3.472, [M+H]* = 425.2.
Ejemplo 12: Sintesis del compuesto 014 y compuesto 218

Férmula de reaccion:

/OH
HO-B
B B B B
> (o] Pz (0] m-CPBA i (0] LiOH i OH
Br N _— N j N+ j N+
(0] 2 (0] O O O O
1 3 4 5
X
\ =
N+/ OH ‘
o U S
|
- < v X
o N © \om o
6 7
~ ~ ~
N»f o} \N+ o N" o)
O HN _ NaBH, O HN _ . O HN _
\O N \O N \O N
8 014 218

1. Sintesis del compuesto 3

Se afadieron Pd(dppf)Clz2 (113 mg) y K3sPOa4 (13.4 g) a una solucién del compuesto 1 (7.3 g) y el
compuesto 2 (6.5 g) en tolueno (70 mL). El sistema de reaccion se agit6 a 100 °C durante 16 h en
atmosfera de nitrdgeno. La solucion de reaccion se enfrié y se concentré a presion reducida. El residuo se
purificé con cromatografia de capa fina (éter de petréleo:acetato de etilo = 20:1) para dar el compuesto 3
(1.2 g, rendimiento: 20 %).
2. Sintesis del compuesto 4

Se afadié M-CPBA (5.7 g) a una solucion del compuesto 3 (1.1 g) en DCM (100 mL) a 25 °C. El
sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 48 h. La solucién de reaccion se apago6 con una solucion
saturada preparada a partir de sulfito de sodio (2.4 g). La fase orgénica se lavé con bicarbonato de sodio
saturado (100 mL x 3), se deshidraté sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6, y se concentrd bajo presion
reducida para dar el compuesto 4 (1.1 g, rendimiento: 92 %).
3. Sintesis del compuesto 5

El compuesto 4 (1.2 g) y LiOH.H20 (730 mg) se afiadieron secuencialmente a THF/H20 (30 mL/10
mL) en una atmdsfera de nitrégeno. El sistema de reaccion se agitdé a 30 °C durante 4 h después de

completar la adicién. La solucién de reaccion se afiadié con agua (50 mL). La fase acuosa se ajust6 a un
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pH = 7 con HCI 1 N. La solucion de reaccién se extrajo con acetato de etilo (100 mL x 3), se lavo con
salmuera saturada (200 mL), se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré al vacio y se concentré bajo
presion reducida para dar el compuesto 5 (844 mg, rendimiento 84 %).
4. Sintesis del compuesto 7

Se afiadié DECI (427 mg) en una solucion del compuesto 6 (450 mg) y el compuesto 5 (319 mg)
en piridina (35 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agitdé durante 16 h. El solvente se eliminé
completamente a presion reducida. La soluciéon de reaccion se agregd con agua (100 mL ) y se extrajo con
DCM (100 mLx 3). Los extractos se lavaron con solucion saturada de cloruro de sodio (200 mL), se
deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida. El
residuo se form6 en una pasta acuosa con acetato de etilo (10 mL) para dar compuesto 7 (314 mg,
rendimiento: 45 %).
5. Sintesis del compuesto 8

Se afiadio &cido clorhidrico 4 M (250 mL) en una solucién del compuesto 7 (289 mg) en
tetrahidrofurano (25 mL) a 0 °C. El sistema de reaccién se agit6 a 30 °C durante 16 h, se enfrid a 0 °C, se
ajustd a un pH = 8 con solucion saturada de NaHCOs3 y se extrajo con DCM (40 mL x 5). Los extractos se
lavaron con NaCl saturado (200 mL), deshidratado sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se
concentraron bajo presion reducida para dar el compuesto 8 (249 mg, rendimiento: 95 %).
6. Sintesis del compuesto 014 1-6xido de
2-ciclopropil-6-((2-((1r,4r)-4-hidroxiciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)piridina y sintesis
del compuesto 218 1-6xido de

2-ciclopropil-6-((2-((1s,4s)-4-hidroxiciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)piridina

~ Q
NN Sy 0
|
O~ HN _ O" HN _
e O J OO
014 218

Se afiadié borohidruro de sodio (67 mg) en una solucién del compuesto 8 (249 mg) en metanol (20
mL) a 0 °C. El sistema de reaccién se agité a 30 °C durante 16 h. La solucién de reaccién se ajusté a un
pH = 7 con cloruro de amonio saturado, se extrajo con DCM (40 mL x 5). Los extractos se lavaron con
NaCl saturado (200 mL). El residuo se purificé por medio de cromatografia de liquidos de alto rendimiento
preparativa (CH3sCN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 30-70 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) para
dar el compuesto 014 (tiempo de retencién Rt = 7.99 min, 108 mg, rendimiento: 43 %) y el compuesto 218
(tiempo de retencion Rt = 8.50 min, 14 mg, rendimiento: 5 %).
Compuesto 014

1H NMR (400 MHz, CDCls): 5 14.26 (s, 1H), 8.87 (s, 1H), 8.39 (d, J =8.0 Hz, 1H), 7.82 (s, 1H),
7.39-7.35 (m, 1H), 7.04 (s, 2H), 4.37-4.29 (m, 1H), 4.04 (s, 3H), 3.83-3.75 (m, 1H), 2.88-2.80 (m, 1H),
2.28-2.25 (m, 2H), 2.18-2.15 (m, 2H), 2.09-2.00 (m, 2H), 1.58-1.48 (m, 2H), 1.29-1.26 (m, 2H), 0.84-0.82
(m, 2H).
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LCMS: Rt =3.312, [M+H]* = 423.2.

Compuesto 218

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 14.20 (s, 1H), 8.88 (s, 1H), 8.40(d, J =8.0 Hz, 1H), 7.80 (s, 1H),
7.38-7.26 (m, 1H), 7.06 (s, 2H), 4.69 (s, 1H), 4.41-4.35 (m, 1H), 4.14 (s, 1H), 4.05 (s, 3H), 2.89-2.80 (m,
1H), 2.41-2.31 (m, 2H), 2.08-2.04 (m, 2H), 2.00-1.96 (m, 2H), 1.80-1.72 (m, 2H), 1.28-1.26 (m, 2H),
0.84-0.83 (m, 2H).

LCMS: Rt =2.807, [M+H]* = 423.2.
Ejemplo 13: Sintesis del compuesto 187

Foérmula de reaccion:

OTs
s

OH OTs
oT
Br—Mg——=
HCI 4
—_— _— —_—
o 0 o ©0 HO
\_J \/ S

N
1 2 3 5
H->N
/@fo HNO3 OZN@\AO NHNH,H,0 92N KE\A\N Pd/C 2 KTN
—_— _— _—
o F H,S0, o F DMF o) N 0 N
| | | H i H
6 7 8 9

OTs
/| Z
S+ O fj\f \N+| o)
|
O OH X+ 0o L
N HO O HN
. - .,

N |
? H
187
10
] ]
\N O —— » \'Tr O
OH O OH

1. Sintesis del compuesto 2

El DMAP (42.5 g), el TsCl (63.4 g) v la trietilamina (63.9 g) se afadieron secuencialmente a una
solucion del compuesto 1 (50 g) en diclorometano (500 mL) a 15 °C. El sistema de reaccion se agité a 25
°C durante 18 h. La solucién de reaccion se le afiadié con diclorometano (200 mL) y se lavé con agua (300
mL x 2) y &cido clorhidrico 1 M (300 mL x 3). La fase organica se deshidrat6 sobre sulfato de sodio anhidro,
se filtrd y se concentrd bajo presion reducida para dar el compuesto 2 (98 g, rendimiento: 99 %).
2. Sintesis del compuesto 3

Se afiadio acido clorhidrico 1 M (300 mL) en una solucién del compuesto 2 (50 g) en

tetrahidrofurano (300 mL) a 15 °C. El sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 20 h. A 0 °C, la solucién
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de reaccion se ajustd a un pH d = 9 con solucién de hidréxido de sodio 1 M. Se afiadié acetato de etilo
(200 mL x 3) para la extraccion. Los extractos se lavaron con solucion saturada de cloruro de sodio (300
mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presién reducida.
El residuo se formd en una pasta acuosa con éter de petréleo (150 mL) para dar compuesto 3 (39 g,
rendimiento: 91 %).
3. Sintesis del compuesto 5

El compuesto 3 (74.6 mL) se afiadi6 por goteo a una solucién del compuesto 4 (5.0 g) en
tetrahidrofurano (100 mL) a -40 °C. El sistema de reaccién se agito a -40 °C durante 4 h. Después de que
se termino la reaccién, como se detecta mediante la TLC, la reaccion se apag6 con una solucion saturada
de cloruro de amonio (50 mL), se afiadi6 acetato de etilo (100 mL x 3) para la extraccidn, y los extractos se
lavaron con solucién saturada de cloruro de sodio (50 mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presién reducida. El residuo se purificd por medio de una
cromatografia en columna sobre gel de silice (éter de petréleo:acetato de etilo = 5:1 para dar el compuesto
5 (900 mg, rendimiento: 16 %).
4. Sintesis del compuesto 7

Se afiadié acido sulftrico concentrado (80 mL) en un matraz de tres cuellos de 1 L. El sistema de
reaccion se agitd a -12 °C durante 5 min (parte del &cido sulflrico concentrado estaba en estado de
congelacion), luego se afadié lentamente con el compuesto 6 (10 g) a -12 °C, y reacciond sin grandes
fluctuaciones de temperatura. La solucion de reaccién se agité a -12 °C durante 5 minutos y luego se
afiadié por goteo lentamente con una solucién mezclada de &cido nitrico (8 mL) y acido sulfarico
concentrado (8 mL) a aproximadamente -12 °C y se agité durante 1.5 h a unos -12 °C. El material de
partida se consumioé completamente como lo detect6 una placa de puntos. La solucién de reaccién se
vertié lentamente en agua helada, se agité a baja temperatura durante 20 minutos, se filtr6 y se lavé con
agua. El filtrado se evapor6 a sequedad bajo presién reducida para dar el compuesto 7 (13 g, rendimiento:
100 %).
5. Sintesis del compuesto 8

El compuesto 7 (30 g) se disolvié en DMF (450 mL), y se afiadi6é por goteo lentamente con hidrato
de hidrazina (36.3 mL, 98 %) a 0 °C. La solucién de reaccion se agité a 120 °C durante 18 h. Después de
terminar la reaccidn, la solucién de reaccion se enfrié y luego se vertié lentamente en agua helada, se
agité durante 10 minutos, se filtr6 y se lavé con agua. El filtrado se evapor6é a sequedad bajo presion
reducida para dar el compuesto 8 (20 g, rendimiento: 69 %).
6. Sintesis del compuesto 9

El compuesto 8 (10 g) y el paladio sobre carbono (5 g, 10 %) se afadieron secuencialmente al
acetato de etilo (200 mL). La solucion de reaccion se agitd a 20 °C durante 16 h en una atmésfera de
hidrégeno. Después de terminar la reaccion, se afiadio Celite para filtrar el paladio sobre carbono y se
concentro la solucién de reaccion y se secé para dar el compuesto 9 (8 g, rendimiento: 94 %).
7. Sintesis del compuesto 11

Se afladié m-CPBA (25 g) a una solucion del compuesto 12 (10 g) en DCM (200 mL) a 25 °C. El
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sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 16 h. Se filtr6 la solucion de reaccién y se apago el filtrado
con una solucién saturada preparada a partir de sulfito sédico (15.6 g). El sistema de reaccion se agito
durante 2 h y se extrajo. La fase acuosa se ajustd a un pH < 7 con acido clorhidrico y se extrajo con DCM
(50 mL x 3). Las fases organicas se combinaron y se concentraron, y el residuo se formé en una pasta
acuosa con EA (300 mL) para dar compuesto 11 (10.1 g, rendimiento: 90 %).
8. Sintesis del compuesto 10

Se afiadié EDCI.HCI (2.6 g) en una solucion del compuesto 9 (1.5 g) y el compuesto 11 (1.4 g) en
Py (15 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 16 h. La solucién de reaccion se
deshidrato y se concentrd, y el residuo se formo en una pasta acuosa con MeOH:H20 = 20 mL:20 mL para
dar el compuesto 10 (1.3 g, rendimiento: 48 %).
9. Sintesis del compuesto 187 1-6xido de

2-((2-((1r,4r)-4-etinilo-4-hidroxiciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina

= l
N 0]
'Tl+
O” HN
(O
Nt ’

187

El compuesto 10 (300 mg), el compuesto 5 (444 mg) y el carbonato de cesio (820 mg) se
afiadieron secuencialmente al NMP (10 mL) a 30 °C. El sistema de reaccidn se agité a 90 °C durante 18 h.
Después de terminar la reaccion, como se detecté por medio de LCMS, la solucién de reaccion se enfrié a
30 °C, se agreg6 agua (15 mL) para apagar la reaccién y se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 3). Los
extractos se lavaron con cloruro de sodio saturado (10 mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presién reducida. El residuo se purific6 por medio de
cromatografia de liquidos de alto rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 5-90 %, UV:
214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) para dar el compuesto 187 (85 mg, rendimiento: 20 %).

1H NMR (400 MHz, CDClz): 6 14.14 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 8.46 (dd, J 1= 7.6 Hz, J 2= 2.8 Hz, 1H),
7.87 (s, 1H), 7.45-7.37 (m, 2H), 7.07 (s, 1H), 4.44-4.33 (m, 1H), 4.06 (s, 3H), 2.69-2.60 (m, 4H), 2.33-2.27
(m, 4H), 2.25-2.17 (m, 2H), 1.90-1.79 (m, 2H). LCMS: Rt = 3.162 min, [M+H]* = 421.2
Ejemplo 14: Sintesis del compuesto 019 y compuesto 292

Férmula de reaccion:
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Ho/w O,N HoN ‘
OaN A N O OH
N 2 N Pd/C N
NI EE—— 0O N —> O H
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019 292

1. Sintesis del compuesto 3

Se afiadié PPH3 (15 g) en una solucién del compuesto 1 (7 g) y el compuesto 2 (3.37 g) en THF
(200 mL) en un bafio de hielo. El sistema de reaccion se agité durante 10 min. Se afadié por goteo
lentamente DIAD (3.1 g) a la solucién de reaccién, y el sistema de reaccion se agité a 30 °C durante 18 h.
La solucién de reaccion se afiadié con agua (50 mL) y se extrajo con acetato de etilo (40 mL x 4). La fase
orgénica se concentrd bajo presién reducida. El residuo se purific6 por medio de cromatografia de
columna sobre gel de silice (PE:EA = 10:1 a PE:EA = 2:1) para dar compuesto el 3 (6.0 g, rendimiento: 66
%).
2. Sintesis del compuesto 4

El Pd/C (1.0 g, 10 %) se afiadi6 a una solucién del compuesto 3 (6.5 g) en acetato de etilo (300 mL)
a 15 °C y el sistema de reaccién se agitdé a 30 °C durante 18 h en una atmésfera de hidrégeno a 1 atm. La
solucién de reaccion se filtré y se concentré bajo presion reducida para dar el compuesto 4 (4.5 g,
rendimiento: 80 %).
3. Sintesis del compuesto 6

Se afadié EDCI.HCI (2.1 g) en una solucion del compuesto 4 (1.5 g) y el compuesto 5 (1.1 g) en
piridina (30 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agit6 a 25 °C durante 16 h. La solucién de reaccion se

concentro y evapord, y el residuo se purifico en una columna de gel de silice (PE:EA = 1:1) para dar el
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compuesto 6 (810 mg, rendimiento: 32 %).
4. Sintesis del compuesto 8

Se afiadi6 carbonato de cesio (2.3 g) en una solucién del compuesto 6 (810 mg) y el compuesto 7
(1.1 g) en DMF (15 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agité a 90 °C durante 16 h. La solucién de
reaccién se afiadié al agua (50 mL) y se extrajo con acetato de etilo (30 mL x 3). La fase organica se
concentrd bajo presion reducida. El residuo se purific6 por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCOs3) = 30-55 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15
mL/min) para dar el compuesto 8 (320 mg, rendimiento: 28 %).
5. Sintesis del compuesto 9

Se afiadieron 4 mL de acido clorhidrico 2 M a una solucién del compuesto 8 (320 mg) en dioxano
(4 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agit6 a 25 °C durante 16 h. La solucion de reaccion se ajusto a
un pH > 7 con solucién de bicarbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 2). La fase
organica se concentrd bajo presion reducida para dar el compuesto 9 (250 mg, rendimiento: 86 %).
6. Sintesis del compuesto 019 1-6xido de
2-((6-(ciclopropilmetoxi)-2-((1r,4r)-4-hidroxiciclohexil)-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina y el
compuesto 292 1-6xido de

2-((6-(ciclopropilmetoxi)-2-((1s,4s)-4-hidroxiciclohexil)-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina

019 202

Se afiadi6 borohidruro de sodio (44 mg) en una solucion del compuesto 7 (250 mg) en metanol (5
mL) a 0 °C. El sistema de reaccién se agité a 25 °C durante 2 h. La solucién de reaccién se apagd con una
solucién de cloruro de amonio (10 mL) y se extrajo con acetato de etilo (5 mL x 3). La fase organica se
concentrd bajo presion reducida. El residuo se purific6 por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCO3) = 35-60 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15
mL/min) para dar el compuesto 019 (tiempo de retencion Rt = 10.7 min, 77 mg, rendimiento: 31 %) y el
compuesto 292 (tiempo de retencion Rt = 11.1 min, 12 mg, rendimiento: 5 %).
Compuesto 019:

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 8 14.31 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.31-8.27 (m, 2H), 7.77-7.75 (m, 1H),
7.56 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H), 4.69 (s, 1H), 4.40-4.32 (m, 1H), 4.02 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 3.56-3.51 (m,
1H), 2.52 (s, 3H), 2.09-2.05 (m, 2H), 1.97-1.87 (m, 4H), 1.44-1.34 (m, 3H), 0.66-0.61 (m, 2H), 0.48-0.45 (m,
2H). LCMS: Rt = 3.391 min, [M+H]* = 437.2.
Compuesto 292:

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 14.31 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.31-8.29 (m, 2H), 7.77-7.75 (m, 1H),
7.57 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.08 (s, 1H), 4.49 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 4.40-4.34 (m, 1H), 4.02 (d, J = 6.8 Hz, 2H),
3.87 (s, 1H), 2.52 (s, 3H), 2.33-2.22 (m, 2H), 1.56-1.75 (m, 4H), 1.66-1.60 (m, 2H), 1.41-1.34 (m, 1H),
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0.65-0.61 (m, 2H), 0.49-0.45 (m, 2H). LCMS: Rt = 3.101 min, [M+H]* = 437.2.
Ejemplo 15: Sintesis del compuesto 291

Foérmula de reaccion:

= _— —>
0 N// (@)
1 2

=

O HN
ﬁf Sy
O HN
Z N7

4 5

N

1. Sintesis del compuesto 2

El compuesto 1 (800 mg) se disolvié en tetrahidrofurano (10 mL) a 0 °C. Se le agreg6 por goteo
lentamente LIHMDS (solucién de THF 1 M, 5.50 mL) a la solucién de reaccién a 0 °C, luego se agito la
solucién de reaccién durante 60 minutos a 0 °C y se le afiadié lentamente iodometano (680 mg). El
sistema de reaccion reacciond a 0 °C durante 1.5 h. Después de terminar la reaccion, se le afiadi6 la
solucién de reaccién con solucién saturada de cloruro de amonio (10 mL) para apagar la reaccion, luego
se extrajo con acetato de etilo (25 mL x 2) y se concentrd a presion reducida. El residuo se purificé sobre
una columna de gel de silice (éter de petréleo:acetato de etilo = 7:1) para dar el compuesto 2 (420 mg,
rendimiento: 55 %).
2. Sintesis del compuesto 3

El compuesto 2 (700 mg) y HCI 3 M (18 mL) se afadieron secuencialmente en tetrahidrofurano (18
mL) a 0 °C. El sistema de reaccion se agité a 50 °C durante 5 h. Una vez terminada la reaccion, se le
afiadio la solucion de reaccién con solucion acuosa de hidroxido sédico (3 M) para ajustar a un pH = 8,
luego se extrajo con diclorometano (20 mL x 2) y se concentré a presién reducida. El residuo se purificd
sobre una columna de gel de silice (éter de petréleo:acetato de etilo = 4:1) para dar el compuesto 3 (420
mg, rendimiento: 78 %).
3. Sintesis del compuesto 4

El compuesto 3 (390 mg) se disolvié en etanol (8 mL) a 25 °C. La solucion de reaccion se afiadio
por goteo con una solucién de borohidruro sédico (112 mg) en etanol (1 mL) a -70 °C, y se agit6 a -70 °C
durante 1 h. Después de terminar la reaccion, se le afiadio la solucion de reaccién con agua (8 mL) para
apagar la reaccioén y luego se extrajo con acetato de etilo (15 mL x 2). La fase organica se concentr6 bajo
presion reducida. El residuo se purific6 por medio de una cromatografia en columna sobre gel de silice
(éter de petréleo:acetato de etilo = 1:1 para dar el compuesto 4 (280 mg, rendimiento: 66 %).

4. Sintesis del compuesto 5
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El compuesto 4 (250 mg), TosCl (406 mg), DMAP (261 mg) y trietilamina (0.5 mL) se le afiadieron
secuencialmente al diclorometano (8 mL) a 28 °C. El sistema de reaccién se agit6 a 28 °C durante 18 h.
Después de terminar la reaccion, la solucién de reaccién se concentrd y se evaporo, y el residuo se
purificé en cromatografia en columna sobre gel de silice (éter de petréleo:acetato de etilo = 6:1) para dar el
compuesto 5 (370 mg, rendimiento: 64 %).

5. Sintesis del compuesto 291 1-6xido de

2-((2-((1r,4r)-4-ciano-4-metilciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina

g
\N+ O
|
O HN
- \
jCE\NO\
~o N SN

El compuesto 5 (296 mg), el compuesto 6 (350 mg), y el carbonato de cesio (808 mg) se afadieron
secuencialmente en DMF (6 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agité a 90 °C durante 18 h después de
completar la adicion. Después de terminar la reaccién, se afiadié agua (10 mL) para apagar la reaccion, la
solucién de reaccion se extrajo dos veces con acetato de etilo (40 mL). La fase organica se concentré bajo
presion reducida. El residuo se purifico por medio de cromatografia de liquidos de alto rendimiento
preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCOs3) = 5-95 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) para
dar el compuesto 291 (80 mg, rendimiento: 19 %).

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 14.14 (s, 1H), 8.88 (s, 1H), 8.45 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.87 (s, 1H),
7.44-7.38 (m, 2H), 7.06 (s, 1H), 4.53-4.50 (m, 1H), 4.06 (s, 3H), 2.63 (s, 3H), 2.46-2.39 (m, 2H), 2.28-2.20
(m, 2H), 2.02-1.88 (m, 4H), 1.45 (s, 3H). LCMS: Rt =3.310 min, [M+H]* = 420.2
Ejemplo 16: Sintesis del compuesto 002

Formula de reaccion:

| ~ 7

N o) | .
N SN TSO'<:>"“0H \N"‘ °
HoN O OH N )
N O HN O HN
G T+ O
~ NI , N :
o H ~o N ~o N OH
1 002

1. Sintesis del compuesto 3

El compuesto 2 (1.0 g), el compuesto 1 (0.91 g) y EDCI (1.6 g) se afadieron en la piridina (15 mL)
a 28 °C. El sistema de reaccion se agité a 28 °C durante 18 h. Después de terminar la reaccion, la solucion
de reaccion se concentro a presion reducida y el residuo formo una pasta acuosa con metanol y agua para
dar al compuesto 3 (1.0 g, un rendimiento: 56 %).
2. Sintesis del compuesto 002 1-6xido de

2-ciclopropil-6-((2-((1r,4r)-4-hidroxi-4-metilciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)piridina
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El compuesto 3 (500 mg), el compuesto 4 (675 mg) y el carbonato de cesio (1.26 g) se afiadieron
secuencialmente al DMF (10 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agité a 90 °C durante 18 h. Después
de terminar la reaccion, la solucion de reaccion se enfri6 a 25 °C, se afiadio con agua (5 mL) para apagar
la reaccion y se extrajo con acetato de etilo (15 mL x 3). Los extractos se lavaron con salmuera saturada
(10 mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion
reducida. El residuo se purificé por medio de cromatografia de liquidos de alto rendimiento (CH3CN:H20 =
20-45 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) para dar el compuesto 002 (130 mg, rendimiento: 19
%).

I1H NMR (400 MHz, CDClz): 6 14.22 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 8.40 (dd, J1 = 2.0 Hz, J2 = 8.0 Hz, 1H),
7.87 (s, 1H), 7.37 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.14-7.01 (m, 2H), 4.46-4.34 (m, 1H), 4.05 (s, 3H), 2.91-2.81 (m, 1H),
2.30-2.08 (m, 4H), 1.93-1.82 (m, 2H), 1.76-1.69(m, 2H), 1.39 (s, 3H), 1.32-1.23 (m, 2H), 0.89-0.76 (m, 2H).
LCMS: Rt = 2.859 min, [M+H]* = 437.2
Ejemplo 17: Sintesis del compuesto 289

Formula de reaccion:

~ | 2 A\ = HCl A\ X 0 m-CPBA
N CN I N N CN N N ——
H H
OH
1 4

N3  AcOH EtOH o =N
\
6

1. Sintesis del compuesto 3
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El compuesto 1 (5.0 g), el compuesto 2 (2.3 g), el carbonato de cesio (13.4 g), el Pdz2(dba)s (0.25 g)
y el BINAP (0.51 g) se afiadieron secuencialmente al metilbenceno (100 mL) a 26 °C. El sistema de
reaccion se agit6é a 80 °C durante 18 h en una atmdsfera de nitrdgeno. Después de terminar la reaccion, la
solucién de reaccidn se enfrié a 26 °C, se afiadié con agua (100 mL) y se extrajo con acetato de etilo (200
mL x 3). Los extractos se lavaron con salmuera saturada (100 mL), se secaron sobre sulfato sddico
anhidro, se concentraron bajo presion reducida. El residuo se purificé por medio de una cromatografia en
columna sobre gel de silice (éter de petréleo:acetato de etilo = 10:1 para dar el compuesto 3 (1.3 g,
rendimiento: 30 %).
2. Sintesis del compuesto 4

Se afiadié hidroxido de potasio (4.58 g) en una solucion del compuesto 3 (1.3 g) en etanol/agua
(40 mL/10 mL). El sistema de reaccion se agité a 90 °C durante 16 h. La solucién de reaccion se ajusté a
un pH = 6 con &cido clorhidrico 1 M y se extrajo con acetato de etilo (100 mL x 3). Los extractos se lavaron
con agua (50 mL) y salmuera saturada (100 mL), se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se
concentraron bajo presion reducida para dar el compuesto 4 (1.12 g, rendimiento: 77 %).
3. Sintesis del compuesto 5

Se afladi6 m-CPBA (1.86 g) a una solucién del compuesto 4 (360 mg) en diclorometano (50 mL) a
26 °C. El sistema de reaccion se agitoé a 26 °C durante 3 dias. Después de terminar la reaccién, se filtr6 la
solucién de reaccion, se afiadié el filtrado con solucién saturada de sulfito de sodio, ajustado a un pH <7
con acido clorhidrico, se agité a 26 °C durante 2 h y se extrajo con diclorometano (200 mL x 3). Los
extractos se lavaron con salmuera saturada (100 mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se
filtraron y se concentraron bajo presion reducida. El residuo se purificé por medio de cromatografia de
capa fina de preparacion sobre gel de silice (diclorometano:metanol = 20:1) para dar el compuesto 5 (60
mg, rendimiento: 15 %).
4. Sintesis del compuesto 289 1-6xido de

2-(ciclopropilamino)-6-((2-((1r,4r)-4-hidroxi-4-metilciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)pir
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El compuesto 5 (49 mg), el compuesto 6 (69 mg), el HATU (118 mg) y el DIPEA (66 mg) se
afadieron al DMF (5 mL). El sistema de reaccion se agit6 a 25 °C durante 18 h. La solucion de reaccion se
concentré a presion reducida y el residuo se purificé por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CHsCN:H20 = 30-95 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) para dar el
compuesto 289 (95 mg, rendimiento: 83 %).

1H NMR (400 MHz, CDCls): 8 14.29 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 7.86 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.41 (t, J = 8.0 Hz,
1H), 7.15(s, 2H), 7.07 (s, 1H), 4.43-4.38 (m, 1H), 4.04 (s, 3H), 2.61 (br s, 1H), 2.25-2.13 (m, 4H), 1.89-1.85
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(m, 1H), 1.75-1.64 (m, 4H), 1.39 (s, 3H), 0.93-0.90 (m, 2H), 0.74-0.72 (m, 2H). LCMS: Rt = 3.308 min,
[M+H]* = 452.2.
5. Sintesis del compuesto 9

Se afadié NaNs (13.2 g) en una solucién del compuesto 10 (34 g) en etanol (350 mL) a 0 °C. El
sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 16 h, el cual se utiliz6 directamente en el siguiente paso
después de terminar la reaccion.
6. Sintesis del compuesto 7

Se afiadieron acido acético (30.6 g) y el compuesto 8 (22 g) a una solucion del compuesto 9 (0.17
mol) en etanol (350 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agit6 a 25 °C durante 10 min. La solucién de
reaccion se puso a reflujo a 80 °C y reaccioné durante 16 h. Después de terminar la reaccién, se concentré
la solucién de reaccidn parcial, se form6 una pasta acuosa con agua (70 mL) y se filtr6 para dar un sélido.
El solido se afiadi6 al etanol (200 mL), se calent6 hasta el reflujo y se disolvid, se agregd con n-heptano
(200 mL), se form6 una pasta acuosa durante 2h y se filtr6 para dar el compuesto 7 (35 g, rendimiento del
67 % durante dos pasos).
7. Preparacion del compuesto 6

Se afiadié Pd/C (150 mg) en una solucién del compuesto 7 (300 mg) en acetato de etilo (50 mL) a
25 °C. El sistema de reaccién se agit6é a 25 °C durante 16 h. Después de terminar la reaccion, la solucion
de reaccion se filtr6 y se concentrd a presién reducida para dar el compuesto 6 (260 mg, rendimiento del
96 %).

Ejemplo 18 Sintesis del compuesto 175

Formula de reaccion:

OTs
\N+ O . \'}F o
I HO — N
O HN ) O" HN _— OH
~o N 0 N
H
1 175
1. Sintesis del compuesto 175 1-6xido de

2-((2-((1r,4r)-4-(cianometil)-4-hidroxiciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metilpiridina
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Se afiadi6 carbonato de cesio (1.4 g) en una solucién del compuesto 1 (520 mg) y el compuesto 2
(806 mg) en DMF (10 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agité a 90 °C durante 16 h. La solucién de
reaccién se vertio en agua (50 mL) y se extrajo con acetato de etilo (30 mL x 3). La fase organica se
concentrd bajo presion reducida. El residuo se purificd por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento preparativa (CH3CN:H20 (0.1 % de NH4HCOs3) = 20-40 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15
mL/min) para dar el compuesto 175 (64 mg, rendimiento: 8 %).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): d 14.16 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.37 (s, 1H), 8.32-8.29 (m, 1H),
7.78-7.76 (m, 1H),7.58 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.11 (s, 1H), 5.20 (s, 1H), 4.49-4.45 (m, 1H), 3.95 (s, 3H), 2.82 (s,
2H), 2.53 (s, 3H), 2.14-2.01 (m, 4H), 1.84-1.80 (m, 2H), 1.71-1.64 (m, 2H). LCMS: Rt = 9.367 min, [M+H]* =
436.2

Ejemplo 19: Sintesis del compuesto 176

Formula de reaccion:

OTs

= = ‘
\
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N < N r, =ZN
~ N o N
H
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1. Sintesis del compuesto 176 1-6xido de
2-((2-((1r,4r)-4-(cianometil)-4-hidroxiciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-ciclopropilpiri
dina
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El compuesto 8 (420 mg), el compuesto 9 (601 mg) y el carbonato de cesio (1.06 g) se afadieron
secuencialmente al DMF (10 mL) a 25 °C. El sistema de reaccién se agité a 90 °C durante 16 h. Después
de terminar la reaccion, la solucion de reaccion se enfrio a 25 °C, se afiadio con agua (5 mL) para apagar
la reaccion y se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 3). Los extractos se lavaron con salmuera saturada
(10 mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion

reducida. El residuo se purificé por medio de cromatografia de liquidos de alto rendimiento (CH3CN:Hz20 =
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25-55 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) y por medio de cromatografia en capa fina de
preparacion de gel de silice (diclorometano:metanol = 20:1) para dar el compuesto 176 (25 mg,
rendimiento: 4 %).

H NMR (400 MHz, CDCls): & 14.25 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 8.39 (dd, J1. = 2.0 Hz, J2 = 8.0 Hz, 1H),
7.86 (s, 1H), 7.38 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.09-7.03 (m, 2H), 4.53-4.43 (m, 1H), 4.05 (s, 3H), 2.90-2.81 (m, 1H),
2.76 (s, 2H), 2.33-2.17 (m, 4H), 2.13-2.03 (m, 2H), 1.99-1.93(m, 1H), 1.89-1.73 (m, 2H), 1.30-1.26 (m, 2H),
0.88-0.80 (m, 2H). LCMS: Rt = 3.553 min, [M+H]* = 462.2

Ejemplo 20: Sintesis del compuesto 042

Férmula de reaccion:

OH

1. Sintesis del compuesto 2

Se afiadid m-CPBA (13.3 g) a una solucion del compuesto 1 (5.0 g) en diclorometano (50 mL) a 25
°C. El sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 18 h. Se filtrd la solucién de reaccion, se le afiadio el
filtrado con solucién acuosa saturada de sulfito de sodio (8.2 g), agitada a 25 °C durante 2 h y se extrajo
con diclorometano (50 mL x 3). Los extractos se lavaron con salmuera saturada (50 mL), se deshidrataron
sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida. El residuo se formé en
una pasta acuosa con acetato de etilo y se purifico para dar el compuesto 2 (600 mg, rendimiento: 11 %).
2. Sintesis del compuesto 042 1-6xido de

2-((2-((1r,4r)-4-hidroxi-4-metilciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)carbamoil)-6-metoxipiridina

042

El compuesto 2 (92 mg), el compuesto 4 (150 mg), HATU (311 mgq) y la trietilamina (165 mg) se
afiadieron al DMF (5 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agit6 a 25 °C durante 16 h. Después de
terminar la reaccion, se afadié la solucién de reaccion con agua (5 mL) para apagar la reaccion y se
extrajo con acetato de etilo (5 mL x 3). Los extractos se lavaron con salmuera saturada (10 mL), se
deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, y se concentraron bajo presién reducida. El residuo se
purificé por medio de cromatografia de liquidos de alto rendimiento (CH3CN:H20 = 10-40 %, UV: 214 nm,
velocidad de flujo: 15 mL/min) para dar el compuesto 042 (96 mg, rendimiento: 41 %).

H NMR (400 MHz, CDClz): & 14.15 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 8.22 (dd, J1 = 2.0 Hz, J2 = 8.0 Hz, 1H),
7.86 (s, 1H), 7.49 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.11-7.02 (m, 2H), 4.44-4.34 (m, 1H), 4.16 (s, 3H), 4.03 (s, 3H),
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2.29-2.08 (m, 4H), 1.91-1.82 (m, 2H), 1.73-1.69 (m, 2H), 1.39 (s, 3H). LCMS: Rt = 2.713 min, [M+H]* =
427.2
Ejemplo 21: Sintesis del compuesto B

N-(2-((1r,4r)-4-hidroxi-4-metilciclohexil)-6-metoxi-2H-indazol-5-il)-6-metilpicolinamida

A = |
| ~ OH \N (0]
HN = OH p HN
N'--@ 2 0 = OH
\O <N S N .,
1 B

El compuesto 1 (150 mg), el compuesto 2 (75 mg), HATU (249 mg) y DIPEA (141 mg) se
afiadieron secuencialmente al DMF (5 mL) a 25 °C. El sistema de reaccion se agité a 25 °C durante 16 h.
La solucién de reaccién se afiadié con agua (50 mL) y se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 3). Los
extractos se lavaron con salmuera saturada (10 mL), se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro, se
filtraron y se concentraron bajo presion reducida. El residuo se purific6 por medio de cromatografia de
liquidos de alto rendimiento (CH3CN:H20 = 30-95 %, UV: 214 nm, velocidad de flujo: 15 mL/min) para dar
un solido blanco (170 mg, rendimiento: 79 %).

1H NMR (400 MHz, CDCI3): & 10.82 (s, 1H), 8.85 (s, 1H), 8.10 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.87 (s, 1H),
7.78 (t, J=7.6 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.08 (s, 1H), 4.43-4.37 (m, 1H), 4.03(s, 3H), 2.66 (s, 3H),
2.27-2.13 (m, 4H), 1.89 (br s, 1H), 1.76-1.68 (m, 4H), 1.40 (s, 3H). LCMS: Rt = 3.604 min, [M+H]+ = 395.2.
Evaluacioén biolégica

Los siguientes ejemplos de prueba se utilizan para explicar mas a fondo la presente invencion,
pero no se pretende que limiten el alcance de la presente invencion.

La estructura del compuesto A en los ejemplos de pruebas biolégicas:

~
F X o)
F N OH
F HN ﬁ
Cad
S~ IN
N
HO
A

La estructura del compuesto B sintetizada en el ejemplo 21 en ejemplos de pruebas biolégicas:

’.'::'::‘H"‘l“
__.a-'“":t"N .--"""'*-..\_LT__-::.':;I
N A~= 7\ oH
- \N Paed "
. T \‘1 .r"r "y
-D.- . N e
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Ejemplo de prueba 1 Determinacién de la inhibicion de IRAK4 humana por medio de los
compuestos divulgados en el presente documento
Materiales principales
ATP (Sigma, No. de catalogo A7699-1G)
DMSO (Sigma, No. de catalogo D2650)
EDTA (Sigma, No. de catalogo E5134)
HEPES (Sigma, No. de catélogo V900477-500G)
DTT (Sigma, No. de catalogo D0632-25g)
Brij-35 (Sigma, No. de catalogo B4184)
Placa de 96 pozos (Corning, No. de catalogo 3365)
Placa de 384 pozos (Corning, No. de catalogo 3573)

Procedimientos

La actividad inhibitoria de los compuestos en IRAK4 a la concentracion de Km de ATP se midi6 en
MSA de IRAK4 (Ensayo de Cambio de Movilidad, una deteccion de movilidad de la tecnologia de chip
microfluidica), como se describe a continuacion.

Se utilizé una proteina de fusién recombinante de GST N-terminal (glutation-S-transferasa) e
IRAK4 humana como enzima (GST-IRAK4, IRAK4 de cinasa (Carna, No. de catdlogo 09-145)) a una
concentracion final de 1 nM; ATP (Sigma, No. de catdlogo A7699-1G) a una concentracion final de 37 uM;

los sustratos utilizados para la reaccién de cinasa fueron polipéptidos marcados con 5-FAM
(5-carboxifluoresceina) (5-FAM-IPTSPITTYFFFKK-COOH) y péptido de sustrato FAM-P8 (GL Biochem,
No. de catalogo 112396) con concentraciones finales de 5 pM.

En este ensayo, se prepararon 500 yM de soluciones de suministro de los compuestos en DMSO
al 100 %, y se diluy6é en serie 4 veces hasta el 10° gradiente de concentracién con DMSO al 100 %,
seguido de una dilucién de 10 veces en el regulador del compuesto (HEPES 50 mM, pH 7.5, Brij-35 al
0.00015 %) para dar las diluciones de intermediarios de los compuestos a una concentracion final de 10
pM-0.04 nM con DMSO al 10 %. Se transfirieron 5 pyL de la dilucién de intermediario a una placa de 384
pozos negra.

IRAK4 se diluy6 a 2.5 nM en el regulador de cinasa (HEPES 50 mM, pH 7,5, Brij-35 al 0.00015 %,
DTT 2 mM). 10 pL de la dilucién de IRAK4 se transfirieron a la placa de 384 pozos y se coincubaron con el
compuesto durante 10 a 15 min.

El sustrato y el ATP se diluyeron hasta 12.5 yM y 92,5 uyM con regulador de reaccién (50 mM
HEPES, pH 7.5, Brij-35 al 0.00015 %, MgCl2 10 mM), respectivamente. 10 yL de la dilucidn se transfirieron
a una placa de 384 pozos y se incubaron a 28 °C durante 1 h. La reaccion se terminé por medio de la
adicion de 25 yL de EDTA 50 mM a la placa de 384 pozos.

La tasa de inhibicién de IRAK4 por medio de los compuestos se calcul6 a través de la medicién de

la tasa de sustrato fosforilado por medio del uso de un lector Caliper EZ (PerkinElmer) y la ICso se calcul6
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por medio del software XL-FIT.

Los resultados muestran que los compuestos divulgados en el presente documento tienen un
efecto de inhibicién significativo sobre la actividad de IRAK4, y la ICso (nM) es inferior a 100,

preferiblemente inferior a 30. En particular, algunos valores de ejemplo de la actividad de los compuestos

son los siguientes:

Los valores de ICso para los compuestos divulgados en el presente documento que inhiben la

actividad IRAK4 humana se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. ICso para inhibir la actividad humana de IRAK4

ID de compuesto ICs0 (NM)
Compuesto B 30.0
001 6.0
002 3.7
010 11.0
013 7.6
014 25
015 54
016 8.1
019 8.1
025 13.0
163 23.0
175 7.1
176 4.3
187 9.2
218 8.3
220 14.0
284 28.0
285 5.9
286 14.0
287 13.0
288 13.0
289 1.7
291 14.0
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Ejemplo de prueba 2 Determinacion de la inhibicion de IRAK1 humana por medio de los
compuestos divulgados en el presente documento

En este ensayo se evalué el efecto inhibitorio de los compuestos sobre la actividad IRAK1 humana
con los mismos materiales que en el ejemplo de prueba 1.

La actividad inhibitoria de los compuestos en IRAK1 a la concentracion de Km de ATP se midi6 en
MSA de IRAK1 (Ensayo de Cambio de Movilidad, una deteccion de movilidad de la tecnologia de chip
microfluidico), como se describe a continuacion. Se utilizé una proteina de fusion recombinante de GST
N-terminal (glutation-S-transferasa) e IRAK1 humana como enzima (GST-IRAK1, cinasa de IRAK1, Carna)
hasta una concentracion final de 3 nM; ATP (Sigma) a una concentracion final de 97 uM; los sustratos
utilizados para la reaccién de cinasa fueron polipéptido marcado con 5-FAM (5-carboxifluoresceina)
(5-FAM-IPTSPITTYFFFKK-COOH) y péptido de sustrato FAM-P8 (GL Biochem) a concentraciones finales
de 5 uyM.

En este ensayo, se prepararon 500 yM de soluciones de suministro de los compuestos en DMSO
al 100 %, y se diluy6é en serie 4 veces hasta el 10° gradiente de concentracion con DMSO al 100 %,
seguido de una dilucion de 10 veces en el regulador del compuesto (HEPES 50 mM, pH 7.5, Brij-35 al
0.00015 %) para dar las diluciones de intermediarios de los compuestos a una concentracion final de 10
pM-0.04 nM con DMSO al 10 %. Se transfirieron 5 pyL de la dilucién de intermediario a una placa de 384
pozos negra.

IRAK1 se diluyé a 7.5 nM en el regulador de cinasa (HEPES 50 mM, pH 7,5, Brij-35 al 0.00015 %,
DTT 2 mM). 10 pL de la dilucién de IRAK1 se transfirieron a la placa de 384 pozos y se coincubaron con el
compuesto durante 10 a 15 min.

El sustrato y el ATP se diluyeron hasta 12.5 pM y 242,5 yM con regulador de reaccién (50 mM
HEPES, pH 7.5, Brij-35 al 0.00015 %, MgCl2> 10 mM), respectivamente. 10 pL de la dilucion se transfirieron
a una placa de 384 pozos y se incubaron a 28 °C durante 1 h. La reaccién se terminé por medio de la
adicion de 25 yL de EDTA 50 mM a la placa de 384 pozos.

La inhibicién de IRAK1 por medio de los compuestos se calcul6 a través de la medicion de la tasa
de sustrato fosforilado por medio del uso de un lector Caliper EZ (PerkinElmer) y la ICso se calcul6é por
medio del software XL-FIT.

Los resultados muestran que los compuestos que se divulgan en el presente documento tienen
una actividad inhibitoria selectiva significativa en IRAK4, y la proporcién ICso (nM) de IRAK1 a IRAK4 es
superior a 500, preferiblemente mas de 200. En particular, algunos valores de ejemplo de la actividad de
los compuestos se muestran a continuacion: Los valores de ICso para los compuestos divulgados en el
presente documento que inhiben la actividad IRAK1 humana se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. ICso para inhibir la actividad humana de IRAK1
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ID de compuesto IRAK1 ICs0 (NM) IRAK1 ICso (NM) / IRAK4 ICs0 (NM)
163 2993 130.1
001 4039 673.2

Como puede verse en la Tabla 2, los compuestos divulgados en el presente documento tienen una
selectividad significativa para la IRAK4 humana en comparacion con la IRAK1.
Ejemplo de prueba 3 Experimentos para determinar el hERG de los compuestos divulgados en el
presente documento

Este experimento evalu6 la seguridad cardiaca de los compuestos divulgados en el presente
documento, y se utilizé una linea celular HEK-293 que expresaba de forma estable el canal de iones de
potasio hERG para la deteccion.

Instrumentos:

Amplificador: adquirido de HEKA (Alemania), EPC10

Micromanipulador: adquirido de Sutter Instruments (EE.UU.), MP225

Extractor de micropipetas: adquirido de Sutter Instruments (EE.UU.), P97

Microscopio: adquirido de Nikon, TE300

Tubos capilares de vidrio: adquirido de Sutter Instruments (EE.UU.), BF150-86-10

Software de adquisicion y analisis de datos: PatchMaster, Igor Pro 6.0 y GraphPad Prism 5.0

Procedimientos

Los compuestos de suministro de prueba se diluyeron en DMSO en diluciones de 0.3 mM, 1 mM, y
3 mM. Los compuestos de suministro de prueba se diluyeron en un regulador extracelular (NaCl 140 mM,
Kcl 3.5 mM, MgClz 1 mM, CaClz 2 mM, glucosa 10 mM, HEPES 10 mM, Nah2PO4 1.25 mM, ajustado a un
pH de 7.4 con NaOH) para dar las soluciones de procesamiento de los compuestos de prueba a
concentraciones de 0.3 pM, 1 yM, 3 pM, 10 pM y 30 pM. Las soluciones de procesamiento de los
compuestos de prueba se trataron por medio de ultrasonido durante 20 min.

Sujecion de parche: Bajo un microscopio invertido, los electrodos de registro se controlaron por
medio del micromanipulador para entrar en contacto con la célula. Se aplicé una tensién negativa para
crear una conexion en forma de G-omega. Después de formar la conexién en forma de G-omega, se dio
una compensacién de capacitancia rapida. Bajo el voltaje negativo continuo, la membrana celular se
rompio para formar una configuracion de registro de célula completa. En la configuracion de registro de
célula completa, se dio una compensacion de capacitancia lenta y se registraron los valores de
capacitancia de membrana y la resistencia en serie.

Esquema de estimulacion de voltaje para la corriente de potasio hERG celular: El voltaje de
sujecién de la membrana celular era de -80 mV; el voltaje se elevé primero desde -80 mV hasta +30 mV,
se mantuvo durante 2.5 seg, y se elevé rapidamente a -50 mV y se mantuvo a 4 seg, lo que excitaba la

corriente final del canal hERG. La adquisicion de datos se llevé a cabo cada 10 seg. Se utilizaron -50 mV
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para la deteccién de corriente de drenaje.

Los portaobjetos se sembraron con células se colocaron en la camara de registro de un
microscopio invertido. Los compuestos de control negativos y de prueba fluyeron a través de la camara de
registro en un orden ascendente de concentracién por medio de perfusién por gravedad para actuar
rapidamente sobre las células. Durante el registro, el regulador extracelular circulaba continuamente por
medio de una bomba de vacio. La corriente detectada en una célula del control negativa se utiliz6 como
fondo de la célula. Se permiti6 que cada concentracién actuara durante 5 minutos o hasta que se
estabilizara la corriente. Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Analisis de datos:

La corriente de cada concentracién se normalizé en primer lugar

Picodel compuesto de corriente final

- p - ; y, a continuaciébn, se calculd6 la tasa de inhibicidn
Pico del vehiculo de corriente final

Pico del compuesto de corriente final

(1

: - ; , )). Se calcularon estadisticas basicas para cada concentracion,
Picodel vehiclo de corriente final

que incluian el medio, la desviacién estandar (SD), el error estandar (SE) y las réplicas (n). La curva
dependiente de la dosis se ajustd a la siguiente ecuacion y se calcul6 la concentracion inhibitoria maxima
media (ICso) de los compuestos de prueba:

En donde C representa la concentracion del compuesto de prueba, ICso representa la
concentracién inhibitoria méxima media y h representa el coeficiente de Hill. El ajuste de la curva y célculo
de ICso

se hicieron por medio del software GraphPad Prism 5.0.

Los resultados muestran tasas bajas de inhibicién de los compuestos divulgados en el presente
documento para hERG humano, que son incluso significativamente superiores al compuesto A de control.
La tasa de inhibicién de los compuestos a 30 uM para hERG es inferior al 50 %, preferiblemente inferior al
30 % que la del compuesto A. En particular, algunos valores de la tasa de inhibicién de compuestos de
ejemplo son los siguientes:

Tabla 3. Inhibiciéon 30 yM para hERG

ID de compuesto Inhibicion para HERG (30
uM)

A 27.10% £ 1.74 %

163 8.73% +1.37%

001 5.09 % + 2.43 %

Como puede verse en la Tabla 3, los compuestos divulgados en el presente documento tienen
bajas tasas de inhibicién para el hERG humano mientras que tienen una superioridad significativa para el

compuesto A.

Ejemplo de prueba 4 Determinacién de los datos de inhibicion dependientes del tiempo (IDT, por

sus siglas en inglés) de los compuestos divulgados en el presente documento
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El objetivo de este estudio fue investigar el efecto de inhibicion dependiente del tiempo de los
compuestos en CYP3A4 en la superfamilia P450 humana. Los microsomas de higado humano mezclados
utilizados en este ensayo se adquirieron de Corning (EE.UU.).

Los compuestos de prueba se coincubaron con los microsomas del higado humano y un
midazolam de sustrato de sonda (CYP3A4), y la concentracién de los compuestos de prueba se establecié
en 30 uM. La reaccidn se inicié por medio de la adicién de la coenzima NADPH, y se terminé por medio de
la adicion de acetonitrilo dosificado con el estandar interno de antemano. Después de que las proteinas se
precipitaron, el sobrenadante se centrifugd. El metabolito caracteristico 1-hidroxi-midazolam (CYP3A4) en
el sobrenadante se analiz6 por medio de LC-MS/MS. La influencia de los compuestos de prueba en la
produccion de los metabolitos caracteristicos se analizé finalmente sobre la base de los datos obtenidos.
Se utilizé un inhibidor selectivo (verapamil para CYP3A4-M) como control positivo.

Los resultados muestran que los compuestos en los ejemplos de la presente invencién no tienen
inhibicién dependiente del tiempo significativa en CYP3A4 humano. En particular, los valores de TDI de
alguin compuesto de ejemplo son los siguientes:

Tabla 4. Inhibicién dependiente del tiempo (TDI, por sus siglas en inglés) en CYP3A4 humano en una

concentracion de 30 uM

ID de compuesto TDI (3A4, 30uM)
001 -3.68 %
014 +3.85 %

Ejemplo de prueba 5 Determinacién de los datos de enlace a las proteinas del plasma (PPB, por
sus siglas en inglés) de los compuestos divulgados en el presente documento

El experimento tiene por objeto determinar los datos de enlace a las proteinas del plasma (PPB,
por sus siglas en inglés) de los compuestos de prueba que se divulgan en el presente documento.

En el experimento de PPB, la matriz de administracidn final contenia el compuesto de prueba o un
compuesto de referencia con una concentracién de 1 yM y DMSO con un contenido del 0.2 %.

Recoleccion de muestras en el tiempo inicial: Se anadieron 25 pL de la matriz que contenia el
compuesto en una placa de recoleccion de 96 pozos de referencia y la placa se almacené a -20 °C.

Se preparé un dispositivo de dialisis equilibrado. Se afiadieron 100 pL de regulador para el lado
receptor de la placa de dialisis de equilibrio. Entonces, se afadieron 100 pL de la matriz de administracion
que contenia el compuesto o el compuesto de referencia en un lado de la administracién de la placa de
didlisis de equilibrio. La placa de didlisis de equilibrio preparada se coloc6 en un agitador a 37 °C para
agitarse durante 5 h a 60 rpm.

La muestra se preparé en el final del cultivo (5 h):

Preparacion de la muestra en el lado receptor: Se extrajeron 25 uL de la muestra de un lado del
receptor y se colocaron en una placa de recoleccion de muestras de 96 pozos, y se anadieron 25 uL de
una matriz correspondiente (plasma referencia) para la mezcla; se afiadieron 200 uyL de ACN que

contenian un estandar interno, se agitaron durante 10 minutos a 600 rpm y se centrifugaron a 5594 g
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durante 15 min.

Preparaciéon de la muestra al lado de la administracion: Se extrajeron 25 uL de la muestra que
contenia el compuesto de prueba y el compuesto de referencia del lado de la administracién y se
afiadieron 25 pL de un regulador de referencia para la mezcla; se afiadieron 200 uL de ACN que contenian
un estandar interno, se agitaron durante 10 minutos a 600 rpm y se centrifugaron a 5594 g durante 15 min.

Preparacién de la muestra en el tiempo inicial: la muestra que contenia el compuesto de prueba y
el compuesto de referencia se volvié a fundir a 37 °C en tiempo inicial y luego se mezcl6 con la matriz
correspondiente (regulador de referencia) en el mismo volumen (25 pL); se anadieron 200 yL de ACN que
contenian un estandar interno, se agitaron durante 10 minutos a 600 rpm y se centrifugaron a 5594 g
durante 15 min.

Después de centrifugar todas las muestras, se tomaron 50 uL de un sobrenadante y se afadieron
en 50 pyL de agua ultrapura para mezclar, y las muestras se enviaron a la cromatografia de
liquidos-espectrometria de masas.

Los resultados muestran que los compuestos en los ejemplos de la presente invencion tienen una
tasa moderada de enlace a proteinas de plasma de humanos, ratas y ratones, y tiene poca diferencia de
enlace entre especies, que puede ser incluso significativamente menor que el compuesto de control A. En
particular, los datos de PPB para algunos compuestos ejemplares son los siguientes:

Tabla 5. Datos de enlace a las proteinas de plasma (PPB)

Enlace a las proteinas de plasma (% de enlace)
Especie |Humano Ratén Rata

ID de compuesto

A 99.02 85.18 86.99
013 80.90 76.20 81.70
001 81.00 79.90 84.70
163 81.66 83.78 80.59
016 86.90 87.70 90.10

Ejemplo de prueba 6 Inhibicion de la liberacion de TNF-a de citocinas en ratones hembra Balb/c
inducidos por LPS por medio de los compuestos divulgados en el presente documento
Procedimientos

Los ratones hembra Balb/c fueron aleatorizados en grupos, cada uno que contenia 4 ratones, que
incluian un grupo de control + vehiculo, un grupo modelo + vehiculo, un grupo modelo + referencia y
grupos modelo + compuesto. Los animales de control recibieron una inyeccion intraperitoneal de solucién
salina normal (10 mL/kg) y los animales modelo recibieron estimulacion LPS (Sigma CAT# L2630, i.p., 10
mL/kg, 0.2 mg/kg). A los compuestos de prueba, se les afiadieron secuencialmente DMSO, Solutol y PBS
10 mM para preparar una solucion o suspension de la concentracion requerida para la administracion.

Para el vehiculo, se mezclaron DMSO, Solutol y PBS 10 mM en una proporcion de volumen de 5:15:80.
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Los animales se administraron a través de intubacion oral (10 mL/kg) 16 h antes de la estimulacién con
LPS (o solucidn salina) en las dosis predeterminadas, y se sacrificaron con CO: a las 1.5 h después de la
estimulacién para la recoleccién de sangre cardiaca. La sangre entera no se anticoaguld, se incub6 en
hielo himedo durante 1.5 h, y se centrifugé a 2000 x g a 4 °C durante 10 min para separar el suero. El
suero se congeld a -80 °C para el ensayo de TNF-a. La cuantificaciéon de TNF-a se hizo por medio del kit
ELISA de TNF-a de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las lecturas de absorbancia a A450 se
midieron con un lector de microplacas SpectraMax i3x (Molecular Device) para calcular la inhibicién de los
compuestos, e ICso se calculd con el software GraphPad Prism 7.0.

Los resultados de la prueba mostraron que los compuestos en los ejemplos de la presente
invencion tienen efecto inhibitorio significativo en la liberacion de TNF-a de citoquinas en los ratones
hembra Balb/c inducidos por LPS, y la tasa de inhibicién es mayor que el 50 %, preferiblemente mayor que
el 70 %. En particular, algunos valores de ejemplo de la tasa de inhibicibn de compuestos son los
siguientes:

Tabla 6. Tasa de inhibicion de la liberacion de TNF-a de citocinas en los ratones hembra Balb/c inducidos

por LPS
ID de compuesto Tasa de inhibiciéon (%) de TNF-a
013 76.29
001 74.00
163 71.56
016 78.71

Ejemplo de prueba 7 Determinaciéon de la inhibicién de cinco subtipos de enzimas de CYP450
principales en los microsomas del higado humano por medio de los compuestos divulgados en el
presente documento

El objetivo de este estudio fue investigar el efecto inhibitorio de los compuestos de prueba sobre 5
enzimas principales en la superfamilia P450 humana, CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6 y 3A4-M. Los microsomas
de higado humano mezclados utilizados en este ensayo se adquirieron de Corning (EE.UU.). El
compuesto de prueba (compuesto 14) se coincubd en 7 concentraciones con microsomas de higado
humano y cinco sustratos de sonda (fenacetina para CYP1A2, diclofenaco para CYP2C9, mefenitoina
para CYP2C19, dextrometorfano para CYP2D6, midazolam para CYP3A4-M, mezclados). Vea la tabla
siguiente. La reaccién se inici6 por medio de la adicion de la coenzima NADPH, y se terminé por medio de
la adicion de acetonitrilo que contenia el estandar interno. Después de que las proteinas se precipitaron, el
sobrenadante se centrifugd. Los metabolitos caracteristicos en el sobrenadante (acetaminofeno para
CYP1A2, 4-hidroxidiclofenaco para CYP2C9, 4-hidroximefenitoina para CYP2C19, dextrorfano para
CYP2D6, 1-hidroximidazolam para CYP3A4-M) se analizaron por medio de LC-MS/MS. La influencia de
los compuestos de prueba en la produccién de los metabolitos caracteristicos se analizé finalmente sobre

la base de los datos obtenidos. Un inhibidor selectivo (ketoconazol para CYP3A4-M) se puede usar como
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control positivo. Todas las muestras se analizaron por duplicado.

Los resultados de la prueba muestran que los compuestos de los ejemplos de la presente
invencion no tienen todos efecto de inhibicion obvio en los 5 subtipos de CYP humanos, y el efecto de la
inhibicién en los 3 subtipos 1A2, 2C9 y 2C19 es obviamente menor que el del compuesto de control A. En
particular, algunos valores de ejemplo de la tasa de inhibicidn de los compuestos son los siguientes:

Tabla 7. La inhibicién de los compuestos para cinco subtipos de enzimas CYP450 principales en
microsomas de higado humano CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6 y 3A4 (ICso, NM)

D de compuesto Subtipo |, 5 2C9 2C19 2D6 3A4
A 291 19.06 23.48 >30 >30
001 >30 >30 >30 >30 >30
163 >30 >30 >30 >30 >30

Ejemplo de prueba 8. PK de los compuestos divulgados en el presente documento en rata

Las ratas usadas para el estudio farmacocinético en el ejemplo preferido en la presente invencion
fueron ratas SD de grado SPF machos (B&K Universal, Shanghai).

Ruta de administracion: una sola dosis por intubacién oral o por medio de inyeccién intravenosa

Puntos de muestreo: 0.083 h, 0.25 h, 0.5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h'y 24 h después de la
administracion

Procesamiento de la muestra: Se recolectaron 0.2 mL de sangre de vena y se dejaron reposar
sobre hielo antes de la centrifugacién para separar el plasma (condiciones de centrifugacion: 8000 rpm, 6
min, 4 °C). El plasma separado se almacend a -80 °C antes del analisis.

Solucién de procesamiento estandar interno: Se afiadié una cantidad adecuada de la solucion de
suministro estandar interno de tolbutamida a 645,000 ng/mL en un matraz volumétrico y se diluy6 al
volumen con metanol. La solucién se mezclé bien para proporcionar una soluciébn de procesamiento
estandar interno con una concentracién de 50 ng/mL.

Pretratamiento de la muestra: Se afiadieron 50 yL de plasma en un tubo centrifugo de 1.5 mL y se
anadieron 250 pL de solucién estandar interno (metanol del mismo volumen para el control de referencia).
La soluciéon se mezcld bien por vértice, y se centrifugé durante 5 minutos a 14000 rpm. 200 pL del
sobrenadante se transfirieron a una placa de alimentacion de muestras de 96 pozos y se cargaron en un
sistema LC-MS/MS.

Condiciones de LC:

Columnas: ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 ym (50 mm % 2.10 mm)

Fase movil: A: Acido férmico acuoso al 0.1 %; B: 0.1 % de acido férmico en acetonitrilo

Velocidad de flujo: 0.5 mL/min

El sistema de procesamiento de datos fue el software Analyst (Applied Biosystems, EE.UU.,
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version 1.5.5).

Los resultados muestran que los compuestos en los ejemplos de la presente invencién tienen
buenas caracteristicas farmacocinéticas en ratones, muestran excelente exposicion y tiempo de retencion
en animales, y tienen vida media adecuada y buena absorcién de farmacos. En particular, los datos

farmacocinéticos de algunos compuestos de ejemplo son los siguientes:

Tabla 8. Datos del estudio farmacocinético para una sola dosificacion de intubacién oral de diferentes

compuestos en ratones ICR

PK para la intubacion oral

. . L Tiempo Concentracion|Area bajo | Area bajo | Vida Tlempq 'de
NUm. de | Dosis Formulacién hasta . .| retencion
. del pico la curva | la curva |media .

compuesto el pico promedio

Dosis Formulacién tmax Cmax AUCo-t AUCo-» ti2 TMP

(ma/kg) (h) (ng/mL) (ng/mL*h)| (ng/mL*h) | (h) (h)

0
163 40 15 % de solutol 4 25875 | 206683 | 206702 |3.62| 6.75

HS15+85 % de PBS

15 % de solutol
001 40 HS15+85 % de PBS 4 24153 293784 | 375482 |11.47| 15.31

15 % de solutol
013 40 HS15485 % de PBS 1 18924 160198 | 182133 | 7.23 10.41

Los ejemplos de la presente invencion se han descrito arriba. Sin embargo, la presente invencion
no queda limitada a estos ejemplos. Cualquier modificacion, equivalente, mejora y similares hechos sin
salir del espiritu y principio de la presente invencion caera dentro del alcance de la proteccion de la

presente invencion.




